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snmmary 
The present thesis entitled “Generation of recombinant Bovine Pancreatic 
Trypsin Inbibitor in Escherichia coli. NMR spectroscopic investigations of N- 
terminally modified analogues of the protein.” 1s submitted to Roskilde University in 
preparation for obtaining the Ph.D degree. 
All experiments were carried out at Institute of Life Sciences and Chemistry at 
Roskilde University under supervision of the associate professors, Ole Skovgaard, Erik 
Tilchsen, and Poul Erik Hansen. 
The first part of the thesis is a short introduction to the bovine pancreatic trypsin 
inhibitor (BPTI). BPTI is a small, globular protein consisting of 58 amino acid residues 
in one polypeptide chain. The exceptionally high stabilhy, high solubility and tractable 
size of BPTI makes it a convenient model system for various struttural and physico- 
chemical studies. The aim of this project was to extend and impröve the use of BPTI as 
a model protein for NMR spectroscopy. If BPTI could be produced as a recombinant 
protein in a heterologous expression system, it would be possible to engineer BPTI 
variants, and generate isotopically labeled or enrithed BPTI. For these reasons 1 started 
the development of a suitable expression system for BPTI. 
Moreover, the first part covers the general considerations connected to the 
development of an expression system for BPTI. From experience, it was obvious to 
choose E. coli as the host organisme. However, many problems can arise when using 
systems based on this organisme, which includes misfolding, unstability, insolubility, 
incorrect N-terminal sequence ett (reviewed by Gold, 1990). The summary of the thesis 
in danish is also placed in the first part. 
The setond part, with chapters 2-5, covers the experimental work. Chapter 2 
describes the preliminary experiments with the direct expression of the BPTI gene for 
accumulation of the product in the E. coli cytoplasm. A methionine start codan and a 
sequence for a short N-terminal extension peptide was added to the BPTI gene. 
Methionine and the extension peptide was planned to be removed from the protein 
product by the exopeptidase, cathepsin C (Dalboge et al., 1987). BPTI, itself, is 
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protected against cathepsin C digestion by its N-terminal sequence. The gene construc- 
tion was placed under the control of a strong, regulated T7 RNA polymerase/promoter 
system (Tabor and Richardson, 1985). In subsequent experiments, a sequence encoding 
the OmpA signal peptide was added to the gene construction in order to get the product 
secreted to the periplasm. In a further attempt, the OmpA-BPTI construction was placed 
under the control of another strong promoter, X P,. The best results was obtained with 
the last mentioned construction. In expression experiments, up to 0.5-1.0 mg BPTUliter 
of culture was measured in the total cell extratts. However, this was not satisfactory. 
For NMR studies of BPTI variants, lo-100 mg of the protein should be available, con- 
veniently produced with standard laboratory facilities. 
Much better results were obtained with the expression system that were finally put 
together as described in chapter 3. Here, a vector carrying a strong hybrid promoter, 
P,,, regulated by the lat operator/repressor system, was used for the expression of 
BPTI fused to the C-terminal of an E. coli protein - the maltose-binding protein (MBP) 
(GUI et al., 1988; Maina et al., 1988). The fusion protein was secreted to the peri- 
plasm by the MBP signalpeptide, and here the product became fully stable. The MBP 
part could be used for purification of MBP-BPTI by affhrity chromatography on an 
amylose matrix. The yield of active BPTI fused to MBP was up to 10 mg/liter of 
culture. 
Separation of the fusion partners was prepared by insertion of the target sequence 
for the specific endopeptidase, factor X, (FXa) (Nagai and Thogersen, 1987) in the 
linking sequence and with the site of cleavage directly fused to the BPTI N-terminal 
arginine residue. In practice, the cleavage site had limited accessibility for FX,, and 
afterwards, results from NMR investigations suggested that this was due to ion-dipole 
interactions between the BPTI C-terminal carboxyl group and groups on the target 
sequence. Instead, the treatment of this MBP-BPTI fusion construction with FX, led to 
off-target cleavage at a somewhat homologous sequence that, by coincidence, was 
placed 6 residues upstream of the correct site, and so the major products was BPTI N- 
terminally extended with 5 or 6 residues. Experiments with cathepsin C treatment of 
these forms confirmed that cathepsin C is perfect for removal of N-terminal extensions 
6 
from BPTI. Treatment with FX, and cathepsin C is described in chapter 4. 
Finally, a new construction was created with the FX, target sequence separated 
from BPTI’s Arg1 by a short spacing sequence designed for removal by cathepsin C. 
The resulting MBP-BPTI fusion protein was effectively cleaved by FX, with strongly 
reduced amounts of peptidase. Likewise, cathepsin C trimming was effectively carried 
out with small amounts of enzyme. > 98 % pure BPTI with WT-BPTI sequence could be 
obtained from this system in yields of 3-6 mg/liter of culture. 
Through the development of the expression system and the experiments with FX, 
and cathepsin C treatment, a whole series of N-terminally extended variants of BPTI 
was obtained. These variants were found very interesting. Previously, a salt bridge 
interaction between the chain termini had been found by Brown et al. (1978), and 
comparative studies of a chemically transaminated form of BPTI and the WT-BPTI had 
been used to determine the influence of the salt bridge on structure and stabilhy. N- 
terminal extension was an other way to alter or prohibit the salt bridge interaction 
between the BPTI N- and C-terminal, and the contribution of the salt bridge to the 
stability could be reinvestigated. The N-terminally extended forms of BPTI were studied 
by NMR spectroscopy, and the results are described in chapter 5. As a supplement, 
studies on a series of N-terminally mmcated forms, created by a team from Novo 
Nordisk, were carried out in collaboration with this team. Some of the results from 
experiments done by me is included in chapter 5. 
The extended forms were BPTI N-terminally extended with l-, 4-, S- and 6 
residues. The truncated forms lack Arg1 and Pro2 and have different amino acid 
substitutions in addition. Effects on the structure of the variants compared to WT-BPTI 
were judged from changes in chemical shifts in 1D and 2D ‘H NMR spectra. The 
stability of the variants were examined by amide proton exchange rates and Differential 
Scanning Calorimetry. Furthermore, pH titration effects on the C-terminal Ala 58 H8 
chemical shift were used to indicate salt bridge interactions between the N- and C- 
terminal when present. 
NMR spectra showed a presesved overall structure of the BPTI parent protein in 
the extended and truncated species. Changes were lotal and in the region of the termini. 
An important and remarkeble result was obtained for l-BPTI (BPTI extended with one 
arginine). A salt bridge clearly is fornred in l-BPTI at neutral pH, and the two 
tonformations have indistingueshable stabilities and dynamits. Results for the remaining 
extended forms and the truncated forms showed structures without salt bridge interac- 
tions, and with slightly or highly decreased stabilhy compared to WT-BPTI. 
The energy contribution from the salt bridge interaction was previously estimated 
as 1-1.5 kcabmol from amide proton exchange data and titration data (Brown et al., 
1978). Based on the present data for the extended and truncated forms, it is most likely, 
that the corresponding estimate for 4-BPTI represents the salt bridge, and the value was 
here 0.6 kcallmol. This disagreement is discussed in chapter 5. 
The stabilhy of the truncated forms are considerably reduced compared to WT- 
BPTI (3-4 kcabmol). In chapter 5, this result is compared to the reported effects of 
different point mutations in BPTI. 
The third part of the thesis brings my publications based on the Ph.D work. 
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DEL 1 
Kapitel 1 
Introauktion og sammendrag. 
Bovine Pancreatic Trypsin Inhibitor 
Bovine Pancreatic Trypsin Inhibitor (BPTI) er et lille protein med en molekylvsegt 
på 6.5 kDa bestående af 58 aminosyrer i en peptidkzde. Den tredimensionale struktur af 
BPTI er bestemt med stor oplsselighed i tre forskellige krystalformer ved rentgen 
krystallografi og neutron diffraction (Deisenhofer and Steigemann, 1975; Wlodawer et al., 
1984; Wlodawer et al., 1987). Det er et globulaxt protein med regulzre sekundaxe 
strukturelementer, som bestar af en 3,,-helix (resteme 3 ti1 7), en fi-hairpin (resteme 18- 
35), en tredje antiparallel fl-streng (rest 43 ti1 45) samt en cY-helix ved C-terminalen 
(resteme 47-56) (se figur 1.1). Strukturen indeholder desuden tre di&idbroer (555,30-51 
og 14-38). Alle aminosyrer på mer tryptofan og histidin er reprmsenteret. Der findes ikke 
post-translationelle modifikationer såsom glycosylering eller fosforylering. Proteinet er 
resistent overfor ekstreme variationer i pH og temperatur, samt overfor mange peptidaser. 
Desuden har BPTI en stor vandoploselighed. BPTI inhiberer trypsin og en lang rsekke 
andre peptidaser gennem dannelse af stabile komplekser med enzymeme. Denne inhibitor 
aktivitet lader sig måle i simple assays. Også strukturen af komplekset mellem BPTI og 
trypsin er undersogt ved krystalstruktur analyse (Rilhlmann et al., 1973). Endelig skal det 
nzvnes at BPTI er tilgaxrgeligt i relativt store mangder. 
Alle disse egenskaber ger BPTI til et ideelt modelprotein for test af nye teoretiske og 
eksperimentelle metoder, og som sådant har det vaxet anvendt i flere åttier. BPTI har 
vaxet model for et stort antal studier af statiske og dynamiske aspekter af proteiners 
konformation og proteiners foldning. Her skal fokuseres på dets rolle som modelprotein i 
forbindelse med NMR spektroskopi. 
Studier på BPTI har vsxet centrale i forbindelse med udvikling af metoder ti1 
tilordning af protein NMR spektre, både hvad angår ‘H kemiske skift (f.eks. Snyder et al., 
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Figur 1.1 
Skematisk tegting af BFTI’s struktur. N- og C-terminal samt hovedkzde forleb og sekundme stmkturelemen- 
ter er aqivet (efter Richardson, 1985). Se desuden figur 5.1 for hydrofobe kemer og disulfidbrom 
1975; Wagner et al., 1981; Wagner and Wilthrich, 1982a; Tüchsen and Woodward, 1987), 
13C kemiske skift (f.eks. Tiichsen and Hansen, 1988) og 15N kemiske skift (f.eks. Glushka 
and Cowburn, 1987). BPTI‘s lille molekylstorrelse resulterer i relativt simple spektre med 
relativt skarpe resonanser. BI’TI‘s egenskaber har vseret nyttige ved tilordninger, idet 
stabiliteten overfor variationer i pH og temperatur har muliggjort mange manipulationer 
med proteinoplosningerne, og der igennem tilordninger baseret på f.eks. pH titreringer, 
hydrogen udvekslingskinetik og isotopeffekter. Den store aploselighed har gjort det muligt 
at arbejde med meget koncentrerede proteinoplosninger og dermed med naturligt fore- 
kommende 13C. 
Også i forbindelse med det banebrydende arbejde indenfor strukturopklaring af 
proteiner i oplosning ved hjzlp af NMR spektroskopi har BFTI vaxet den foretrukne model 
(Wagner et al., 1987a). Der foreligger nu en hojt oplost NMR struktur for BF’TI i 
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oplosning og detaljerede sammenligninger med krystalstruktureme (Berndt et al., 1992). 
NMR spektroskopi på BPTI har yderligere vseret vigtig for udviklingen af 
målemetoder og tolkning af data for dynamiske fanomener som hydrogen udveksling 
(f.eks. Richarz et al., 1979; Hilton and Woodward, 1979; Woodward et al., 1982, Wagner 
and Wüthrich, 1982b; Roder et al., 1985; Tiichsen and Woodward, 1985; Tiichsen et al., 
1987) og aromatiske ringflip for proteiner (f.eks. Wiithrich and Wagner, 1975; Wagner et 
al, 1987b). 
På baggrund af den store msengde eksperimentelle NMR data for BPTI‘s struktur og 
dynamik, er BPTI efterhånden også blevet en meget anvendt model inden for udviklingen 
af computer behandling af store data sa% (f.eks. Schiffer et al., 1994; Brunne et al., 1995). 
Rekombmant protein 
De seneste årtiers udvikling inden for molekylmr biologien har gjort det muligt at 
producerer eukaryote proteiner i heterologe organismer som Leks. E. di, og har 
yderligere muliggjort design og fremstilling af rekombinante proteiner med specifikke 
amdringer i aminosyresekvens. Ved at foretage små veldefinerede andringer i et protein 
blev det muligt at undersege eksempelvis enkelte aminosyreresters rolle i interaktioner med 
andre molekyler eller betydning for et proteins stabilitet. 
For BPTI’s vedkommende havde man lange sagt svar på forskellige sporgsmål - 
såsom enkelte aminosyreresters indflydelse på stabilitet eller inhibitor aktivitet og 
specificitet - gennem arbejde med kemiske metoder ti1 sendring af proteinet; f.eks. 
oxidering af methionin (Kassell, 1964) transaminering (Brown et al., 1978) eller aminosyre 
substitution ved peptidsyntese (Beckmann et al., 1988). Med kemisk modifikation eller 
“kemisk mutagenese” er det imidlertid kun muligt at foretage visse typer af mndringer, og 
kun på bestemte aminosyrerester eller i bestemte områder i proteinet. Med de nye 
rekombinante teknikker, som i princippet muliggor alle u-enkelige aminosyre substitutioner, 
deletioner og indssettelser, var der udsigt ti1 at kunne foretage et spring i studiet af BPTI 
varianter. Kunne det lykkes at fremstille modificeret BPTI protein gennem ekspression i 
en heterolog organisme, ville eksempelvis detaljer om forskellige elementers bidrag ti1 
BPTI’s ussedvanlig hoje stabilitet, dvs. disulfidbroernes bidrag, elektrostatiske inter- 
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aktioners bidrag eller hydrogenbindingers bidrag kunne underseges. 1 forbindelse med 
NMR spektroskopi var det oplagt også at tamke på muligheden for at sendre på proteinets 
isotopsammensartning gennem rekombinant produktion. 
Målet for mervaxende projekt var således at skabe nye muligheder for anvendelsen 
af BPTI som model for NMR studier. Der skulle udvikles et ekspressionssystem for BFTI, 
der var velegnet ti1 fremstilling af modificerede former af proteinet, dvs. et system, der var 
tilstrazkkeligt simpelt til, at der nemt kunne frembringes nye DNA konstruktioner og 
dermed protein med nye sekvenszndringer. Dyrkninger til fremstilling af mangder i 
storrelsesordenen lo-100 mg skulle kunne foregå med almindelige laboratorie faciliteter i 
kulturflasker. Sekundaert skulle det specifikke udbytte soges bragt så hojt op at der kunne 
fremstilles beriget eller isotopmaxket protein. Endvidere var målsztningen at udnytte de 
muligheder der måtte opstå for NMR studier på det frembragte protein. 
Interessen for de nye teknikker og muligheder var stor og udbredt. Som det beskrives 
i kapitel 2, blev der kort for og omkring dette projekts start publiceret de forste arbejder 
med fremstilling af rekombinant BPTI (Marks et al., 1986; von Wilcken-Bergmann et al., 
1986; Auerswald et al., 1987; Goldenberg, 1988). Ingen af disse forsag levede dog op ti1 
ovennaevnte målsmetning. At interessen for fremstilling af rekombinant BIT har vaxet 
endnu storre, end det da fremgik, illustreres af den serie af arbejder med varianter af BFTI, 
som senere er publiceret som resultat af flere forskellige laboratoriers bestrabelser på at 
fremstille BPTI rekombinant (f.eks. Eigenbrot et al., 1990; Housset et al., 1991; Altman 
et al., 1991; Danishefsky et al., 1993; Berndt et al., 1993; Otting et al., 1993; Schulman 
and Kim, 1994; Yu et al., 1995; Darby et al., 1995; Denisov et al., 1995). Disse arbejder 
bliver kommenteret i kapitel 3 og 5. 
E. coli ekspressionssystemer 
E. coli har traditionelt vaxet den foretrukne organisme inden for mikrobiologi og 
genetik, og på baggrund af det deraf folgende kendskab ti1 mekanismer, der styrer 
translation og transskription, blev det fra starten også den foretrukne organisme inden for 
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genteknologi og rekombinant teknik. Derfor var det naturligt at vaelge denne vaxtsorganis- 
me ti1 ekspression af BPTI. Der er imidlertid en rzkke aspekter der skal overvejes, og en 
raekke problemer der kan opstå, når man forseger at fremstille eukaryote proteiner i E. 
coli. Det fremgår dels af dette arbejdes resultater, dels af mange samtidige arbejder med 
fremstilling af andre eukaryote proteiner (Gold, 1990). 
E. coli er ligesom andre bakterier ikke i stand ti1 at udfore hovedparten af de post- 
translationelle modifikationer, som eukaryote proteiner ofte har, og E. coli kan ikke 
formidle den korrekte foldning af mange eukaryote proteiner. Disse to forhold blev 
vurderet som mindre vzsentlige for BPTI, der ikke er modificeret, og som kan folde 
spontant in vitro. 
Rent praktisk skal man som det forste skaffe den kodende sekvens (svarende ti1 genet) 
for det enskede protein. Genet for BPTI blev stillet ti1 radighed for dette projekt af T.E. 
Creighton, således at et ellers stort arbejde med isolering eller syntese blev undgået. 
Den kodende sekvens skal anbringes i en vektor med alle nodvendige regulatoriske 
elementer, for at henholdsvis transskription og translation kan initieres og termineres. Hvis 
det skal vaere arbejdsmaessigt og @konornisk fremkommeligt at fremstille det rekombinante 
protein, skal ekspressionsniveauet bringes op så det overstiger 1% af total proteinet. 
Erfaringer viser at det afgorende er, at det eukaryote gen anbringes under kontro1 af en 
stark og gerne regulerbar promoter, og med en optimal ribosombindende sekvens passende 
placeret for genet (f.eks. review af Balbas and Bolivar, 1990). 
Et forhold der altid må overvejes, er hvordan den korrekte N-terminal kan opnås. 
Peptidsyntesen i E. coli starter med formyl-methionin på den N-terminale plads, og codan 
for denne må derfor anbringes for den kodende sekvens. Formyl-methionin processeres ti1 
methionin eller fjernes helt fra en varierende fraktion af proteinet, atltzngigt af typen af 
den efterfolgende aminosyrerest. Er den efterfolgende aminosyrer arginin, som er BPTI’s 
N-terminal, bliver methionin bibeholdt 100% (Dalboge et al., 1990). 
Et problem, der ofte opstår, er at det rekombinante protein viser sig at vaxe ustabilt 
idet det nedbrydes af E. coli proteaser i cytoplasma, og det kan helt eller delvist odelzgge 
udbyttet. Dette viste sig at vare et stort problem for BPTI’s vedkommende. 
Endelig kan det betyde meget for ekspressionsniveauet og for aploseligheden af et 
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protein, hvordan de forskellige parametre som temperatur, mediesammensmtning osv. 
varieres i forbindelse med selve dyrkningen af bakteriekulturen. Ligeledes ligger der et 
udviklingsarbejde i at finde en effektiv måde til oprensning af produktet. 
Rundt omkring i verden er der for, under og efter nwvzrende projekts udforelse 
arbejdet intenst med E. coli ekspressionssystemer med henblik på at optimere ekspressions- 
niveauer, imodegå ustabilitet, lette oprensning, finde metoder ti1 opnåelse af en korrekt N- 
terminal, ett. 1 det konkrete arbejde med at finde et velegnet ekspressionssystem for BPTI, 
blev der afprovet forskellige af de foreliggende muligheder. Det lykkedes at sammensztte 
en god metode, hvor flere elementer kombineres. 
Samurendrag 
Projektets eksperimentelle arbejde er beskrevet i fire kapitler i afhandlingens Del 2. 
De tire kapitler er opbygget som artikler med hver sit abstract, introduktion osv. De kilder 
der er kommenteret i introduktionen ti1 de enkelte kapitler, er demdei lå ti1 grund for selve 
arbejdet på det pågzldende tidspunkt. Nyere kilder, der berorer relevante emner er kun 
medtaget i de efterfolgende diskussions afsnit. 1 Del 3 findes vedlagt de publikationer, som 
arbejdet har resulteret i. 
1 den indledende fase blev de mest merliggende muligheder for at udttykke BPTI 
genet afprovet. Dette er beskrevet i kapitel 2. Forst blev den BPTI kodende sekvens forsegt 
udtrykt direkte ved indforsel af en starmodon foran genet med forventet akkumulering af 
produktet i cytoplasma. En losning på problemet med at opnå den korrekte N-terminal var 
forberedt ved at anbringe en ganske kort forsekvens mellem starmodon og BPTI sekvens. 
Den resulterende N-terminale forlanrgelse skulle fjemes fra produktet med exopeptidasen, 
cathepsin C. BPTI er i kraft af sin aminosyresekvens beskyttet mod nedbrydning med 
cathepsin C. Ti1 ekspression af denne konstruktion blev anvendt et starkt og regulerbart 
T7 RNA polymerase/promoter system. 1 et meste trin blev konstruktionen udvidet med 
OmpA signalsekvensen for sekretion af produktet ti1 periplasma. Endelig blev konstruk- 
tionen med OmpA signalsekvensen også anbragt under kontro1 af en anden stserk, 
regulerbar promoter, h P,. Af denne serie konstruktioner gav sidstnaevnte det bedste 
resultat med et udbytte på 051.0 mg BPTUI kultur for oprensning. Dette var imidlertid 
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ikke tilfredsstillende i forhold ti1 målsaetningen. Alt pegede på at det nysyntetiserede BPTI 
var ustabilt og blev nedbrudt i cytoplasma. 
Et langt bedre resultat blev opnået med det endelige ekspressionssystem som er 
beskrevet i kapitel 3. 1 dette system anvendes en stserk hybridpromoter, P,, som reguleres 
via et lat operatorirepressor system. BPTI molekylet stabiliseres delvist ved en fusion ti1 
et E. coli protein; det maltose-bindende protein (MBP). Fusionsproteinet secemeres ti1 peri- 
plasma ved MBP-signalpeptidet, og her er produktet helt stabilt. MBP delen udnyttes ti1 
at oprense fusionsproteinet ved affinitetskromatografi på en amylose matrix. Aktivt BIT1 
fusioneret ti1 MBP kunne således oprenses i et udbytte på op mod 10 mg/1 kultur. 
En frigorelse af BIT1 fra MBP var forberedt ved at indsaette målsekvensen for den 
specifikke endopeptidase factor X, (FX3 i overgangen mellem de to fusionspartnere, 
således at den proteolytiske klovning ville ske urniddelbart for BPTI’s N-terminal. Dette 
kunne dog ikke anvendes i praksis, som det er beskrevet i kapitel 4. FX, målsekvensen 
viste sig at have en meget lav tilgangelighed, når den var direkte fusioneret ti1 BPTI’s 
Argl. NMR undersogelser viste senere, at det forntentlig skyldes interaktioner mellem 
BPTI’s C-terminale carboxylsyregruppe og grupper i målsekvensen. FX, behandling af 
denne fusionskonstruktion gav i stedet off-target klovning ved en delvis homolog sekvens, 
der helt utilsigtet var placeret seks aminosyrerester for den korrekte malsekvens og resulta- 
tet var BPTI med en N-terminal forlamgelse på 6 eller 5 aminosyrer. Eksperimenter med 
catbepsin C behandling af disse produkter bekrzeftede at cathepsin C trimning er ideel ti1 
fjemelse af forsekvenser fra BPTI. Derfor sammensattes ti1 sidst en konstruktion, hvor FX, 
malsekvensen var adskilt fra BPTI’s Arg1 af en kort linkersekvens. Resultatet var et MBP- 
BPTI fusionsprotein, som effektivt lod sig spalte af FX, med et meget begrrenset peptidase 
forbrug. Den efterfolgende cathepsin C trimning forlob ligeledes effektivt med lavt enzym 
forbrug. 98 % rent BPTI med WT sekvens kunne oprenses i et udbytte på 3-6 mg/l kultur. 
Hermed var det lykkedes at udvikle et ekspressionssystem for BPTI, der var nemt at 
arbejde med, som gav et godt udbytte, og som resulterede i protein med korrekt N- 
terminal- og intern sekvens. MBP-BPTI systemet opfyldte målsztningen for velegnethed 
i forhold ti1 fremstilling af mutant protein, men var desvmrre ikke brugbart ti1 fremstilling 
af murket eller beriget protein. Som det beskrives i kapitel 2 og 3, var MBP-BPTI 
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systemet ved sammenligning med de tidligt publicerede systemer for ekspression af BIT1 
langt bedre. Andre tilsvarende gode eller bedre ekspressionssystemer for BPTI er senere 
publiceret. Blandt disse findes der systemer med eukaryote vzettsorganismer, der er 
velegnede ti1 isotopmaerkning af proteinet. For hovedparten af de studier af varianter af 
BPTI, der siden er publiceret, er proteinet dog fremstillet ved systemer med lave udbytter, 
systemer der indebzrer brug af toksiske kemikalier, og som resulterer i indbyggede 
mndringer i N-terminal- og intern sekvens (uddybes i kapitel 3). 
Udviklingen af ekspressionssystemet og eksperimenteme med FX, og cathepsin C 
behandling resulterede i, at der kunne oprenses en serie af N-terminalt forlamgede BPTI 
varianter. Disse varianter blev furidet ganske interessante. Brown et al. (1978) havde vist, 
at der for BPTI i oplosning findes en saltbro mellem den N-terminale amino gruppe på 
Arg1 og den C-terminale carboxylsyre gruppe på Ala i det neutrale pH område. Stabili- 
seringsbidraget fra denne saltbro var blevet bestemt ud fra sammenlignende studier af en 
variant, hvor saltbroen var fjemet ved kemisk transaminering. Hos de forlamgede BPTI 
varianter er den N-terminale aminogruppe flyttet ud på ekstensionspeptidet. Det krzever en 
ny geometri for - eller forhindrer fuldstzndig dannelsen af en saltbro interaktion, og det 
gav en ny mulighed for at studere det stabiliseringsbidrag der er forbundet med saltbroen. 
Valget faldt derfor på at koncentrere den anden del af Ph.D projektet om disse varianter. 
1 en naturlig forlamgelse af arbejdet med ekstenderede former af BPTI kom et samarbejde 
med en gruppe fra Novo Nordisk, som gennem udviklingen af et gzr ekspressionssystem 
for BPTI havde fremstillet N-terminalt forkortede varianter af proteinet. Karakteriseringen 
af de forskellige varianter ved NMR spektroskopi er beskrevet i kapitel 5. 
Serien af forlazngede varianter bestod af BPTI N-terminalt forlamget med 1,4,.5 eller 
6 aminosyrerester. De to forkortede varianter manglede begge Arg1 og Pro2, og desuden 
havde den ene en aminosyresubstitution (R42S). Stabiliteten af BPTI varianteme blev 
undersegt ved amidproton isotop udvekslingshastigheder og microkalorimetri. 1 ovrigt blev 
pH titreringseffekter brugt ti1 at foretage en undersogelse af eksistensen af en saltbro 
mellem N- og C-terminal. Strukturandringer for varianteme i forhold ti1 WT-BPTI blev 
bedomt ud fra kemiske skift i 1D og 2D ‘H NMR spektre. 
Den overordnede struktur af varianteme adskilte sig ikke fra WT-BPTI’s struktur. 
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Strukturandringeme var lokale og var koncentreret omkring terminaleme. Et vmsentligt 
og overraskende resultat sås for l-BIT1 (BIT1 forlamget med en arginin). l-BFTI danner 
en struktur, der har fuldstamdig samme stabilitet som WT-BPTI, og l-BIT har ligesom 
denne en saltbro interaktion mellem C- og N-terminal i det neutrale pH område. Arbejdet 
med de ovrige forhengede og forkortede former afslorede strukturer uden saltbro, og viste 
i varierende grad nedsat stabilitet i forhold ti1 WT-BFTI. 
Studiet af transamineret BIT1 havde fort ti1 et estimat af saltbro interaktionens stabili- 
seringsbidrag på 1-1.5 kcahmol (Brown et al., 1978). Det tilsvarende estimat baseret på 
hydrogen udvekslingshastigheder for de forhengede og forkortede former var ikke i 
overensstemmelse hemred. Dette diskuteres i kapitel 5. Det vurderes at resultatet for 4- 
BPTI er mermest på at reprsesentere det rene saltbro bidrag, og her er estimatet på ca 0.6 
kcahmol. 
De forkortede varianter var meget destabiliserede (3-4 kcahmol). 1 kapitel 5 
sammenholdes dette resultat med effekten af andre kendte mutationer i BPTI. 
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DEL 2 
Kapitel 2 
Ekspression af BPTI i T7 BNA polymeradpromoter system 
og X PR system. 
ABSTRACT 
Den BPTI kodende sekvens fra M13FXB5 blev forberedt for indszttelse i 
ekspressionsvektorer ved oligonukleotid dirigeret mutagenese. Der introduceredes en 
ribosombindende region og en sekvens for N-terminal forlamgelse af BET1 (Met-Glu-Ala- 
Glu) beregnet på cathepsin C trimning. Samtidigt blev der sendret i codan bmg og anbragt 
et ClaI restriktionssite i begyndelsen af den kodende sekvens. BBTI genet blev forsogt 
udtrykt i T7 RNA polymerase/promotersystemet, men det lykkedes kun at detektere BF’TI, 
når produktet secemeredes ti1 periplasma ved hjaelp af OmpA signalsekvensen. 1 X PR 
systemet blev BET1 udtrykt og secemeret i op til 1 mg/1 kultur. 
INTRODUKTION 
Den store interesse for BFTI’, dels som model protein, dels som protease inhibitor 
og lazgemiddel, afspejles i at der tidligt er publiceret forsag med en rmkke systemer ti1 eks- 
pression af BET1 i E. coli. For disse systemer er der lagt forskellige strategier og stillet 
forskellige krav med hensyn til: i) opnåelse af et hojt udbytte, ii) opnåelse af et korrekt 
produkt, hetunder korrekt N-terminal sekvens og iii) oprensning. 
Ekspression af BET1 i E. coli blev forste gang rapporteret af Marks et al. (1986). Her 
anvendtes et system med et BPTI-gen fusioneret ti1 sekvensen for signalpeptidet fra E. coli 
alkalisk fosfatase og ekspression skete under kontro1 af den alkaliske fosfatase promoter. 
Produktet blev klovet af signalpeptidase og secemeret ti1 periplasma, dog havde kun 70 % 
af det oprensede BPTI en korrekt N-terminal, mens det ovrige var uspecifikt klovet i andre 
positioner i signalpeptidet. Udbyttet var 25 pg/g våde celler, hvilket kan omregnes ti1 O.Ol- 
0.02% af totalproteinet. Oprensningens hovedtrin var trypsin-Sepharose affinitetskromato- 
grafi. 
von Wilcken-Bergmann et aL(1986) viste at BPTI udtrykt i E. coli hurtigt nedbrydes 
i cytoplasma. Forfatteme beskriver et nogenlunde stabilt ekspressionsplasmid med 14 BPTI- 
gener repeteret i samme operon under kontro1 af en syntetisk promoter og Zuc operatoren. 
Med dette blev opnået så hoj ekspression, at den proteolytiske aktivitet blev maettet, og pro- 
duktet fEIdede ud som inclusion bodies. Proteinet kunne oprenses fra inclusion bodies, men 
for at opnå aktivt BPD krsevedes en lang renatureringsprocedure. Den direkte ekspression 
af BPTI betad at produktet var N-terminalt forlamget med formyl-methionin. Udbyttet var 
ca. 2% af totalt celluhert protein. 
Ved at fusionere BPTI ti1 et E. coli protein kan der opnås en ~god beskyttelse mod 
intracellulax proteolyse. Det blev vist af Auerswald et al. (1987) i et system med P-galac- 
tosidase som fusionspartner under reguleret ekspression fra Zuc promoter/operator regionen. 
Fusionsproteinet kunne oprenses fra inclusion bodies. En frigorelse af BPTI fia p- 
galactosidasedelen ved klovning med cyanegenbromid mellem Arg1 og methionin anbragt 
i -1 positionen, blev mulig ved at substituere Met52 med Glu52 ved en semlring i det 
syntetiske gen. Produktet, Glu52-BPTI, var korrekt foldet og uden essentielle funktions- 
aendringer. Udbyttet oprenset ved reverse-phase HPLC er angivet ti1 lo-20 mgll kultur eller 
0.5-1 .O% af totalproteinet. 
Samtidig med at de systemer, der beskrives under resultater i dette kapitel, var under 
udvikling og afprovning, prmsenterede Goldenberg (1988) et andet system baseret på 
sekretionsstrategien med BPTI fusioneret ti1 OmpA signalpeptidet udttykt under kontroll- 
regulering fra en E. coli lipoprotein promoter og lut operator sekvens. BPTI blev oprenset 
ved 2 gange ionbytningskromatografi i et udbytte på som 1.0-1.5 mg/1 kultur. Med den 
angivne cellehost svarer det ti1 O.l-0.2% af totalproteinet. Produktet var korrekt klovet fra 
signalpeptidet og var > 95% rent. Dette system var dermed det hidtil bedste for 
ekspression af BPTI med en korrekt sekvens. 
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Alle de tidlige systemer er imidlertid svage når det gzelder fremstilling af protein ti1 
NMR undersogelser. Et noget hojere udbytte er Briskeligt for fremstilling af varianter af 
BPTI, og er absolut en forudsaetning for at kunne fremstille isotopmurket eller isotopbe- 
riget BPTI. Det er desuden et krav, at der kan opnås et produkt med WT-BPTI sekvens. 
Det saxlig interessante ved at valge BPTI som model for NMR studier ligger i muligheden 
for at studere meget detaljerede sporgsmål, idet der i forvejen tindes stor viden om BPTI’s 
struktur og NMR spektre. Denne fordel svaekkes, hvis man som udgangspunkt kun kan 
fremstille en variant af proteinet. 
1 dette kapitel beskrives strategier, plasmidkonstruktioner og resultater fra 
ekspressionsforsog med de systemer der i forste omgang blev sammensat for at opfylde 
kravet om tilstrazkkeligt hojt udbytte af BPTI med korrekt sekvens. 
MATERIALER OG METODER 
Vektorer og bakteriestammer. Den anvendte BPTI kodende sekvens er afledt fra 
bovint genomt DNA isoleret af Anderson og Kingston (1983), og er stillet ti1 rådighed af 
T.E. Creighton i form af klonen M13FXB5 (Goldenberg, 1988). Se sekvens i figur 2.la. 
Plasmiderne pGPl-2 og pT7CAT6 for det koblede T7 RNA polymeraselpromoter ekspres- 
sionssystem (Tabor & Richardson, 1985), er fra A. Wright. pGPl-2 barer T7 RNA 
polymerase genet under inducibel kontro1 af h FL promoteren; genet for den temperatur- 
sensitive h repressor, ~1857, samt kanamycin resistens genet. pT7CAT6 (fig.2.2) er afledt 
af pT7-1 (Tabor & Richardson, 1985), og indeholder T7410 promoteren efterfulgt af en 
polylinker for indssettelse af et ottsket gen. Genet for chloramphenicol resistens er anbragt 
i den modsatte orientering under selvstamdig genetisk kontro]. 
Figur 2.1 
a) Den BPTI kodade sekvens ph minns strengen af M13FXB5. En translationel stopkode er placetet efter 
Altig. b) 0verst ses et udsnit af plus strengen af M13FXB5. Sekvensen der svarer til BPTI Argl, Pro2 og 
Asp3 er angivet. Nederst er vist den oligonukleotid primer, der blev anvendt ti1 at indfme translationelle 
kontrolsekvenser ved mutagaese. c) Minus streng af M13FXB5-CL med de indføne zndringer omkring s- 
ekvensen for translationsstatt. BumHl-HindIII fragmentet blev klona i ekspressionsvektoren pT7CAT6. 
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Fyr Tbc Gly Pro Pys Lya Ala Arg Ile Ile Arg Ty?r PheTyrAsn Ala Lys Ala Gly 
~ATAcGGGTccCTGcAAGGccAGAA?TATcAGATACTITTAcAACGccAAGGcTGGG 
LeuCys Gin Thr PheVal TyrGlyGly Cys AqAla Lys ArgAm AsnPheLys Ser 
c1y:TGccAGAcCTIT~AT~GGcGGc~AGA~AAAAGAAACAATTIy:AAGAGc 
. . . . . . . . 57 58 
ALa Glu Asp Cys Wc ?xg Thr C?ys Gly Gly Ala ### 
GcAGAGGAC~ATGAM:AcCn=rGGTGGTGcTTAAGcp'IGG~...-3' 
-11 
b. 
A@roAsp.. . . . 
3'-.....C.....-5' 
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . :: :: :: ,................. 
5'-m C-3' I \ 
c. 
P&?t Glu Ala Glu Aq pro Asp Phe... 
5'-..GGG(pipclaTcx;wr,noV~Ann~~CnnGcrGwI~ccGGAT?Tc... 
BamHI SD -1 
Figur 2.1 
Vektoren pHD282-4 brerende OmpA signalsekvensen, samt ekspressionsvektoren 
pHD234 med h PR promoteren og den temperamr-sensitive h repressor, ~1857 (fig.2.2) 
blev udleveret af H. Dalboge. WT E. coli K38 (Russel & Model, 1984) fra A. Wright blev 
anvendt ti1 ekspressions eksperimenter med såvel T7 RNA polymerase/promoter systemet 
som X PR promoter systemet. E. coli JMlOl (Yanish-Perron et al., 198.5) blev anvendt ti1 
opformering af Ml3 kloner i forbindelse med DNA sekventering. E. coli BMH71-18 mutS 
(Kramer et al., 1984) blev anvendt til mutagenese eksperimenter. 
Mutagenese og DNA analvse. Oligonukleotid dirigeret in vitro mutagenese blev 
feremget på enkeltstrenget DNA af M13FXB5 ved hjmlp af syntetisk oligonukleotid leveret 
af H. Dalboge, Nordisk Gentofte. Proceduren var i hovedtrrek som beskrevet af Zoller & 
Smith (1983). Screening for mutanter blev udfort ved restriktionsanalyse af plasmid fra en 
serie isolerede transformanter. Den BPTI kodende sekvens på M13FXB5 og mutanter af 
denne blev kontrolleret ved dideoxy DNA sekventering (Sanger et al., 1977). 
Konstruktion af BPTI eksnressionsplasmider. M13FXB5-CL blev frembragt ved 
mutagenese på M13FXB5 med oligonukleotidet: 5‘-GGGGGATCCATCGAGGAG- 
GAAAAAATCGATGGAAGCTGAACGTCCGGATlTCTGCCTAGAGCCTCCA-3‘, for 
at anbringe translationelle elementer for BPTI genet (fig.2.lb). pT7CAT6-CLl blev 
konstrueret ved overforsel af BamHI-Hin&11 fragmentet fra M13FXB5-CL ti1 ekspres- 
sionsvektoren, pT7CAT6, klovet med samme restriktionsenzymer (fig.2.1~ og 2.2a). 
pT7CAT6-CL2 blev konstrueret ved at overfore et ClaI-Nar1 fragment med OmpA 
signalsekvensen fra pHD282-4 ti1 ClaI restriktionssitet på pT7CAT6-CLl (fig.2. lc og 
2.2a). pHD234-CL fremkom ved at fjerne et allerede indsat gen fra pHD234 ekspressions- 
vektoren ved en ClnIISmaI skmring og erstatte dette med et 455 bp ClaI-Fru11 fragment 
indeholdende den BPTI kodende sekvens fusioneret ti1 OmpA signalsekvensen fra 
pT7CAT6-CL2 (fig.2.lc og 2.2~). 
Eksuression og celleekstrakter. For ekspression af BPTI i T7 RNA polymerase/- 
promoter systemet blev vzrtsstammen E. coli K38 forst transformeret med pGl-2, og 
transformanter blev selekteret for kanamycin resistens. K38/pGl-2 blev demmst transfor- 
meret med pT7CAT6-CLl eller pT7CAT6-CL2, og holdt ved 30°C under samtidig 
selektion for kanamycin og chloramphenicol resistens. 
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Figur 2.2 
DNA konstruktioner til ekspression af BFTI. a.) pTCAT6.CLl st& for den direkte ekspression af Met-Glu- 
Gly-Arg-BPTI i V systemet. b.) pT7CAT6-CL2 bruges i samme system ti1 produktion af secemeret MEAE- 
BFTI. c.) BmI genkomtruktionen fm pl7CAT6-CL2 erstatter et koritrollen i X PR ekspressionsvektoren og
giver pHD324-CL. De forskellige elementer pa figuren er ikke skaleret i forhold ti1 hinanden. 
50-100 ml kulturer af E. coli K38/pG1-2/pT7CAT6-CLl eller pT7CAT6-CL2 blev 
dyrket i rystevandbad med god beluftning ved 30°C i LB medium (10 gli tryptone, 5 g/l 
yeast extratt, 10 gli NaCI, pH 7.2) suppleret med 60 pglml chloramphenicol og 50 eg/ml 
kanamycin. Ved OD ,,=0.4-0.6 blev ekspressionssystemet induceret ved skift ti1 42°C i 20 
min. Efter tilssetning af frisk rifampicin ti1 200 pglml blev inkubationen format ved 42°C 
i 10 min. Herefter skiftedes atter ti1 30°C. Celleme blev hostet ved centrifugering efter lo- 
60 min yderligere inkubation. For specifik “pulse” mmrkning af nysyntetiseret protein blev 
kulturerne dyrket i ABTG minimal medie (Clark & Måloe, 1967)suppleret med 50 pglml 
af hver af 18 aminosyrer (minus methionin og cystein) samt 60 pg/ml chloramphenicol og 
50 pg/ml kanamycin. Ti1 forskellige tidspunkter efter induktion blev prover af 1 ml kultur 
udtaget, tilsat 10 &i ?j-methionin og inkuberet yderligere i 4 min ved 30°C. Efter hast 
blev celleme vasket med 1 ml AB medium, straks blandet med SDS-gel loadingbuffer, kogt 
2 min og nedfrosset. 
50-100 ml kulturer af K38/pHD234-CL blev dyrket i LB medium tilsat 50 pg/ml 
ampicillin. Ti1 mmrkningsforsog anvendtes ABTG medium indeholdende 50 pglml af 18 
aminosyrer (minus methionin og cystein) og 50 Fgiml ampicillin. Kulturer blev holdt ved 
30°C indtil OD,,,=0,6-0,8, hvor ekspression af BPTI blev induceret ved at hzve 
temperaturen ti1 42°C. Celleme blev hostet efter yderligere 30-120 min inkubation. Pulse 
mmrkning udfortes på prover, som beskrevet ovenfor, blot med inkubation ved 42°C. 
Totale cellelysater blev prazpareret ved resuspension af cellepellet fra 50 ml kultur 
i 2 ml 10 mM Tris-HCl, 30 mM NaCl, 10 mM EDTA, 0,2% Triton X-100, pH 7,2 og 
lyseret ved sotrikering. Cellerester blev fjemet ved centrifugering (9OOOxg, 30 min). En 
osmotisk chok procedure, i hovedtrmk som beskrevet af Randal1 & Hardy (1986), blev 
anvendt ti1 at frigore periplasmatisk protein. Cellepellet blev resuspenderet i 1 ml 30 mM 
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Tris-HCl, 20% sucrose, pH 8,0, tilsat EDTA ti1 1 mM og inkuberet 10 min ved 
stuetemperatur under omroring. Der blev centrifugeret 8COOxg, 20 min, 4°C atter 
resupenderet i iskold 5 mM MgSO, og inkuberet med omroring 10 min, 0°C. Den periplas- 
matiske fraktion var supernatanten fra endnu en kold centrifugering, 8OOOxg, 20 min. 
Tilsztning af TCA ti1 en koncentration på 2.3 % af totale cellelysater blev forsogsvis 
brugt ti1 at fselde en stor del af det uvedkommende protein. 
Protein analvser. Proteiner i cellelysater og fraktioner heraf blev analyseret ved SDS- 
PAGE. Der blev anvendt 0,l % SDS, 12 eller 15 % polyacrylamid geler, i hovedtrzk som 
beskrevet af Laemmli (1970). For at opnå god oplosning i det lavmolekylazre område blev 
desuden anvendt 0,l % SDS, 20% polyacrylamid geler med 0,5% krydsbinding som be- 
skrevet af Giulian et al. (1975). Geler blev farvet med Coomassie brilliant blue og 
analyseret ved autoradiografi for ?S-methionin mrerket protein. 
BPTI blev kvantificeret ved et trypsin inhibitor assay. Protein ekstrakter blev blandet 
med varierende mangder trypsin for dannelse af trypsin-BPTI komplekser, og restaktivite- 
ten af trypsin blev bestemt ved begyndelses hydrolysehastigheden af N”-benzoyl-DL-arginin 
p-nitroanilid som beskrevet i Tilchsen et al., 1987. 
RESULTATER 
Eksuression af BPTI i T7 RNA oolvmerase/promoter svstemet. Tabor og Richardson 
publicerede i 198.5 et elegant ekspressionssystem baseret på T7 RNA polymerase, som er 
specifik for T7 promotorer. Det er et dobbelt-plasmid system med T7 RNA polymerase 
genet under inducibel kontro1 af X PL promoteren på et plasmid (pGPl-2), og med T7+10 
promoteren efterfulgt af et klonet gen på et andet plasmid. Transkription af det klonede gen 
startes ved at inducere syntese af T7 RNA polymerase. Al anden transkription, der udfores 
af E. coli RNA polymerase, kan selektivt itthiberes med rifampicin. Rifampicin harmmer 
ikke T7 RNA polymerase. Hetved opnås at den overvejende del af nysyntetiseret protein 
er kodet af det klonede gen. For isotopmrerkninglisotopberigelse synes systemet ideelt, da 
der opnås en selektiv inkorporering af isotop i det ortskede protein. T7 systemet blev derfor 
valgt ti1 det forste forsag med udvikling af et nyt ekspressionssystem for BPTI. 
Den BPTI kodende sekvens på M13FXB5 har en stop codan korrekt placeret efter 
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oxlon for Ala58. Andre translationelle elementer blev tilfojet ved en enkelt oligonukleotid 
dirigeret mutagenese, for genet blev anbragt i ekspressionsvektoren efter T7q510 pro- 
moteren. Med et 67 baser stort oligonukleotid (fig.2.lb), blev der introduceret en 
ribosombindende region med Shine-Dalgamo sekvens (AGGAGG) og ATG start codan 
adskilt af en 9 nukleotider lang adeninrig sekvens. Den valgte sammensaxning af regionen 
var fundet optimal for hoj ekspression af humant vseksthormon i E. coli (Dalboge et al., 
1988). Som strategi for opnåelse af en korrekt N-terminal sekvens blev valgt trimning med 
cathepsin C (Dalboge et al., 1987). Cathepsin C er en peptidase, der med variabel 
hastighed fjerner dipeptider fra N-terminalen af proteiner. Enzymet kan dog ikke klove 
bindinger der involverer prolin, og inaktiveres også hvis lysin eller arginin er N-terminal 
(McDonald et al., 1969). BPTI med Arg1 og Pro2 er således perfekt beskyttet mod 
nedbrydning ved cathepsin C behandling. Mellem den translationelle start codan, ATG, der 
koder for methionin og codan for Argl, blev anbragt codans for Glu-Ala-Glu for at opnå 
en N-terminal forhengelse med et lige antal residues. Sekvensen’Met-Glu-Ala-Glu er 
velegnet for cathepsin C trimning (Dalboge et al., 1987). 
Der blev desuden aendret på codans for Argl-Pro2-Asp3-Phe4 i overensstemmelse 
med codan brug for hojt udtrykte E. coli proteiner. Endelig blev der skabt et CZaI restrik- 
tionssite i overlap med ATG start codan (fig.2.lb og c), som skulle give mulighed for at 
kombinere den kodende del af den moditicerede sekvens med andre elementer/ekspres- 
sionsvektorer. 
Ved mutagenesen blev ca. 100 transformanter undersegt ved restriktionsanalyse, og 
blandt disse blev isoleret 7 mutanter. En DNA sekventering afslmede imidlertid, at kurr en 
af disse havde den korrekte sekvens. De ovrige 6 indeholdt forskellige basepar deletioner 
i forhold ti1 oligosekvensen. Denne store fejlhyppighed tilskrives fejl ved oligonukleotid 
syntesen. 
Den modificerede BPTI kodende sekvens kunne urniddelbart anbringes i den korrekte 
orientering i ekspressionvektoren, som herefter kaldtes pT7CAT6-CLl. Resultatet af 
ekspressionsforsog med pT7CAT6-CLl var negativt. Der kunne ikke detekteres BPTI i 
celleekstrakter ved trypsin inhibitor assay, og der var intet synligt bånd for et produkt af 
BPTI’s storrelse ved SDS-PAGE analyse på protein fra 35S methionin “pulse” maxknings- 
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-- DnaA 
Figur 2.3. 
Ekspression af DnaA i TI RNA polymerase/promoter system. E. di K38/pGl-2/pT7-1dnaA blev dyrk.5 i 
minimalmedie, og pmver blev udtaget ti1 “pulse” maskning med 3JS-methionin som baskrevet under 
materialer og metoder. Her ses autoradiografi af SDS-polyactylamidgel med prover udtaget efter vtekst ved 
30°C ti1 OD,,=0.4 (spor l), efter induktion ved 42”C, 20 min. (spor 2), efter tilsztning af rifampicin og 
fortsat inkubation ved 42”C, 10 min og demzest 3o”C, 10 min (spor 3) og endelig efter yderligere 10 min. 
ved 30°C (spor 4). 
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forsag. Dyrkning og induktion blev kontrolleret i et parallelt eksperiment med stammen 
K38 transformeret med samme ekspressionsvektor, men hvor dmA genet istedet var indsat 
(fig.2.3). Her udgjorde produktet, Dt&, skonsm~ssigt > 10 % af totalproteinet, og mesten 
al nysyntetiseret protein efter rifampicin tilsaetning. Denne kontrolkonstruktion var stillet 
ti1 radighed af A. Wright. 
En forbedring af T7 systemet blev forsegt opnået ved at kombinere med sekretion ti1 
periplasma. Den kodende sekvens for OmpA signalpeptidet blev direkte fusioneret ti1 den 
MEAE-BPTI kodende sekvens og gav ekspressionsplasmidet pT7CAT6-CL2 (fig.2.2b). 
Sekvensen for Met-Glu-Ala-Glu N-terminal extensionen blev bibeholdt, men det var 
overvejet at deletere den, hvis systemet blev en succes. Pulse mzerkningsforsog med det 
zndrede system resulterede i et svagt band af rigtig storrelse ved autoradiografi af SDS- 
PAGE geler (tig.2.4). Udbyttet var dog stadig for lavt ti1 at kunne måles ved trypsin in- 
hibitor assay på celleekstrakter. 
Ekspression af BPTI i X P, svstem. T7 systemet blev opgivet; og ekspression af BPTI 
blev forsegt med samme genkonstruktion under kontro1 af h PR promoteren. Ekspressions- 
vektoren pHD324, med h PR promoteren under inducibel kotmol af den temperatur- 
sensitive X repressor, ~1857, havde vist sig sterdeles effektiv for ekspression af andre 
eukaryote gener i et udbytte på 20-30% af totalproteinet (H. Dalboge, personlig 
kommentar). Sekvensen for OmpA signalpeptid-MEAE-BP1 blev indsat i pHD324 
(fig.2.2c) og gav pHD324-CL. 
Der blev kort en serie 9 metbionin pulse mserkningsforsog med K38/pHD324-CL, 
hvor prover blev udtaget ti1 mzerkning på tidspunkter fra 5 min ti1 3 timer efter induktion 
af ekspression. Figur 2.5 viser et autoradiografi af murket protein separeret ved SDS- 
PAGE fra et af forsogene. Nar ekspressionen var på sit hojeste ca. 1 time efter induktion, 
udgjorde BPTI skonsmassigt > 10% af det nysyntetiserede protein. Produktet var dog ikke 
stabilt og blev ikke akkumuleret. BPTI fraktionen af totalproteinet, der skonnet ud fra 
gelfarvningen også var hojest efter ca. 1 time og udgjorde 2-5%, faldt ti1 de senere 
tidspunkter i modsaetning ti1 produktet af en kontrolkonstruktion, hvor genet for humant 
wekstbormon var indsat i samme vektor. Dette produkt blev fortsat akkumuleret i timeme 
efter. 
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Figur 2.4. 
Ekspression af BPTI i E. coLi K38/pGl-Z/pT7CAT6-BPn. Autoradiografi af SDS-polyacrylamidgel med 
prover af kulturer af E. di K38/pGl-Z/pT7CAT6-BP udtaget før induktion (spor 1) efter induktion 42”C, 
20 min (spor 2) og efter tils=tning af rifampicin og fortsat inkubation ved 42°C 10 min 08 3o”C, 10 min 
(spor 3). Spor 4-6 er samme pwver af kontmlstammen E. coli K38/pC%2/pTX!AT6. Det tydelige 
lavmolekylzre band i spor 3 lur den for BFTI forvaX& stm’relse. 
Figur 2.5 
Ekspression af BPTI i X PR system. SDS-PAGE af “‘S methionin maket protein fia pmver udtaget far 
induktion (spor 1) og 5, 15,60, 105 og 130 min efter induktion (spor 2-6). Ved 60, 105 og 130 min ses et 
kraftigt band for protein af BPTI’s starrelse. Spor 7-12 er de tilsvarende prover fia en stamme, der udtrykker 
et kontrolpmtein. 
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Celleekstrakter fra både rigt medie og minimalmedie kulturer hostet 30-120 min efter 
induktion, blev fremstillet dels som totalt cellulsxt protein, dels som periplasmatiskt 
protein. Udbyttet målt ved trypsin inhibitor assay var ens for det periplasmatiske og det 
totale cellulaxe protein, og var i storrelsesordenen 0.1-1.0 mg/1 kultur eller <0,5% af 
totalproteinet, og var altså lavere end skonnet ud fra SDS-PAGE. 
DISKUSSION 
Mutagenese. Med den her beskrevne oligonukleotid dirigerede mutagenese lykkedes 
det på en gang at indfore samtlige af de andringer, der var nodvendige for anvendelsen af 
den BPTI kodende sekvens fra M13FXB5 ti1 de forskellige plasmidkonstruktioner. Den 
modificerede sekvens danner desuden grundlag for plasmidkonstruktionen i det endelige 
ekspressionssystem, beskrevet i kapitel 3. Selve mutagenesen med så stort et oligonukleotid 
(67 baser) gav ingen problemer. Fejlene kom antagelig fra oligonukleotid syntesen, og det 
understreger nodvendigheden af at kontrollere mutagenese produkter ved DNA sekven- 
tering. 
Eksoression i T7 svstem. T7 RNA polymerase/promoter systemet var en ny type 
system ti1 ekspression af BPTI. Der satses her på en kortvarig hoj selektiv produktion, som 
vi1 vzre ssxlig hensigtsmsessig i forhold ti1 isotopmaxkning/isotopberigelse. Cellevzksten 
stoppes p.gr.a. tilssetning af rifampicin, og ekspression af BPTI kan kun forlobe i en 
begrznset periode. 1 andre systemer formsetter cellevzeksten efter induktion indtil kulturen 
er udvokset, og ekspressionen forlober over timelange perioder. 
Strategien ti1 opnåelse af en korrekt N-terminal sekvens var ny og lovende i forhold 
ti1 det tidligere afprovede. Cyanogenbromid metoden kraxxle en modifikation af Met52 
(Auerswald et al., 1987), og fraspaltningen af et signalpeptid under sekretion ti1 periplasma 
gav biprodukter (Marks et al., 1986). Desvmrre blev det ikke i forste omgang aktuelt at 
afprove cathepsin C metoden. 
Det negative resultat med T7 systemet blev tolket som en bekrmftelse på ustabiliteten 
af BPTI i cytoplasma, selvom det udfra de forste forsag ikke med sikkerhed kunne fastslås 
om der også var problemer med transkription eller translation. Hvis der havde vaxet en 
tilstrakkelig hoj syntese af BPTI ved den direkte ekspression af BPTI i T7 systemet, kunne 
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man have forventet dannelse af inclusion bodies som beskrevet af von Wilcken-Bergmann 
et al. 1986, og protein herfra ville findes ved SDS-PAGE analyse. Der er en forskel i 
produkteme p.gr.a. den N-terminale forlamgelse (MEAE-), men om det skulle kunne 
hindre dannelse af inclusion bcdies er twist. 
Kombinationen med sekretion ti1 periplasma var ikke succesfuld. Måske netop fordi 
der opereres med en kort induktionsperiode, og man kan forestille sig at selve sekretionen 
her er det begramsende trin. 
Ekspression i h PR svstem. h PR promoter systemet ligner systemet beskrevet af 
Goldenberg (1988), og det var i det mindste betryggende at opnå et tilsvarende udbytte. 
Det var dog stadig ikke tilfredsstillende, og det blev fortsat forsegt at udvikle et bedre 
system, hvilket beskrives i kapitel 3. Således blev det ikke aktuelt at foretage en egentlig 
oprensning af BPTI, men den var trenkt at skulle foregå ved trypsin-affinitetskromatografi. 
En yderligere diskussion af problememe omkring ekspression af BPTI i E. coli falger 
i kapitel 3. 
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Kapitel 3 
Ekspression af BPTI i MBP fusions system. 
ABSTRACT 
BPTI blev udtrykt i E. coli i op ti1 lo-12 mg/1 kultur ved brug af MBP (maltose- 
binding protein) fusions vektorer. MBP muliggjorde aprensning af fitsionsprodukteme i et 
enkelt kromstografisk trin, idet MBP’s afftnitet for krydsbundet amylose blev udnyttet. ,I 
alle konstruktioner indeholdt overgangen mellem MBP-delen og BPTI-delen en malsekvens 
(Be-Glu-Gly-Arg) for faktor X, peptidasen (FX,), og efter aprensning kunne de to 
fusionspartnere adskilles ved FX, behandling. En direkte fusion mellem malsekvensen og 
Arg1 af BPTI resulterede imidlertid i ineffektiv peptidase behandling. En staxkt forbedret 
effektivitet blev opnået ved at skabe afstand mellem malsekvens og Arg1 med en 
linkersekvens (Met-Glu-Ala-Glu). Met-Glu-Ala-Glu ekstensionen kunne ti1 slut fjemes fra 
BPTI’s N-terminal med exopeptidasen cathepsin C. Udbyttet fra produktioner i mellemstor 
skala af hojt oprenset BPTI med WT-sekvens var 3-6 mg/1 kultur. Hermed var det lykkedes 
at udvikle et system, der var velegnet ti1 fremstilling af mutantprotein for NMR studier. 
WTRODUKTION 
Ekspressionsniveau og forventet udbytte af BPTI’ udtrykt i T7 RNA polymerase/- 
promoter systemet og h Pn promoter systemet (kapitel 2) var ikke tilfredsstillende. Det blev 
isax tilskrevet proteolytisk nedbrydning i cytoplasma, hvilket synes at vrere et generelt 
problem for små cystein-rige proteiner udtrykt i E. coli (Mandecki et al., 1985; Cabilly et 
al., 1984). Fusion ti1 et signalpeptid for sekretion ti1 periplasma kan vrere en hasning, men 
er ikke tilstrrekkeligt for BPTI’s vedkommende (kapitel 2; Goldenberg, 1988). Fusion ti1 
et vaxtsprotein kan stabilisere produktet (Auerswald et al., 1987), men det giver problemet 
med efterfolgende at separere de to fusionspartnere. 
Her beskrives, hvorledes udbyttet af BPTI blev oget ved inddragelse af et nyt system 
udviklet af Guan et al. (1988) og Maina et al. (1988). Her kombineres flere elementer. Et 
hojt udbytte opnås ved stabilisering af det ottskede protein, både ved fusion ti1 C-terminalen 
af et varmprotein og ved sekretion ti1 periplasma. Vrettsproteinet er det maltose-bindende 
protein, MBP, som anvendes ti1 affinitetskromatografi oprensning af fusionsproteinet. De 
to fusionspartnere kan adskilles ved specifik proteolyse, idet de er forbundet af factor X, 
(FXJ målsekvensen, Ile-Glu-Gly-Arg. FX, spalter lige efter Arg i denne sekvens, og når 
sekvensen er direkte fitsioneret ti1 det onskede protein, opnås en korrekt N-terminal. 
De vresentligste resultater fra arbejdet med ekspression af BPTI i dette system er 
beskrevet i Lauritzen et al. (1991): “BPTI and N-terminal Extended Analogues Generated 
by Factor X, Cleavage and Cathepsin C Trimming of a Fusion Protein Expressed in Esche- 
richia coli”, Del 3, og der vi1 i hoj grad blive refereret ti1 artiklen i dette kapitel. Enkelte 
andre resultater fra udviklingsarbejdet vi1 blive beskrevet her. .- 
1 samme periode som nrewerende arbejde er udfort, har flere andre grupper arbejdet 
på at udvikle mere effektive ekspressionssystemer for BPTI. Disse vi1 blive omtalt i dis- 
kussionen. 
MATERIALM OG METODER 
Plasmidkonstruktioner. Ekspressionsvektoreme pPR682 og pIH821 (fig. 3.1) blev 
stillet ti1 rådighed af P. Riggs. Vektoreme barer ruc promoteren (Amann & Brosius, 
1985), der udtrykker E. coli ntalE genet fusioneret ti1 laczo genet. Zuc P represseren 
bevirker en undertrykkelse af rac promoteren indtil der induceres med IPTG. Vektoreme 
er ens bortset fra at pIH821 mangler sekvensen for signalpeptidet for UKZZE genet. 
De BPTI kodende sekvenser var fra M13FXB5 og M13FXB5-CL (kapitel 2). 
Sekvensen for rodon for BPTI’s Arg1 på M13FXB5 (ATG GAG GGT AGG - se fig.2.la) 
udgor codans for FX, målsekvensen Ile-Glu-Gly-Arg. Ekspressionsplasmidet pRUC713 blev 
konstrueret ved indsa%telse af BamHI-Hind111 fragmentet (BPTI genet) fra M13FXB5 i 
pPR682 skåret med BamHI og Hind111 (iig.3. lb). Det gav urniddelbart den korrekte 
orientering og heseramme på fusionen. FX, målsekvensen kom med over fra M13FXB5, 
!!, 
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C. 
Pigur 3.1 
Figur 3.1 
Plasmidkonstruktioner ti1 ekspression af BPTI i MBP fusionssystemet. a.) Ved inds~ttelse af BamHI-Hind111 
fragmentet med BPTI gena fia M13FXBS i pIH821 polylinkeren er der skabt en translationel fusion mellan 
MBP og BPTI. Produktet fia pIH821-CL er MBP-BPTI uden signalpeptid. FX, målsekvensen (Ile-Glu-Gly- 
Arg) er anbragt direkte op af BPTI’s Argl. b.) pRUC713 er konstrueret pi tilsvarende vis, dog ud fm 
pPR682, 08 det star for ekspression af samme MBP-BPTI fusion men med signalpeptid. c.) 1 MBP-BPTl 
produktet fm pRUC759 er FX, tisekvensen adskilt fia Arg1 af sekvensen Met-Glu-Ala-Glu. 1 denne 
konstruktion er BPTI gena den delvis syntetiske sekvens fm M13FXB5-CL som er indsat i pPR682 
polylinkerens StuIIHindII restriktionssites. 
og den tilsvarende sekvens på pPR682 blev deleteret. For konstruktion af pIH821-CL, blev 
BamHI-HNzdIII fragmentet fra M13FXB5 indsat i pIH821 skåret med BamHI og Hind111 
(fig.3.la). Ved konstruktionen af pRUC759 blev den syntetiske sekvens for MEAE-BPTI 
fra M13FXBS-CL overfort ti1 pPR682 (fig.3.lc). Overforslen kunne ikke foretages i et 
enkelt trin, da der ikke fandtes restriktionssites, der kunne formidle en direkte fusion 
mellem faktor X, malsekvensen og MEAE-BPTI. Derfor var en rsekke ekstra manipulatio- 
ner nodvendige: M13FXB5-CL blev forst skåret med ClaI (. AAA T & CG ATG G. .) i det 
site, der var blevet anbragt i overlap med codan for Metl’ (ATG) ved mutagenesen 
(fig.2.lc). Dernzst blev det linariserede M13FXBS-CL behandlet med Mung Bean 
Nuclease for at fjeme S’extensionen (CG), og danne “blunt end” ved codan for Metl‘ 
(ATG). Ti1 sidst blev plasmidet skåret med Hind111 for at isolerer fragmentet med BPTI 
genet. Fragmentet blev ligeret ind i vektoren pPR682, der var skåret i polylinkeren med 
Hind111 og blunt end enzymet StuI. StuI skzerer lige efter codan for arginin i FX, 
målsekvensen (fig. 3.1). Blunt end ligeringen gav en korrekt lreseramme og en direkte 
fusion mellem FX, målsekvens og MEAE-ekstensionen på BPTI. 
Eksoression on aprensning af MBP-BPTI fusionsprotein. Vzrtsstamme (PR722) og 
dyrkningsprocedure var ens for ekspressionsforsog med pRUC713, pIH821-CL og 
pRUC759, og er beskrevet i Lauritzen et al.(1991). Her beskrives også fremstilling af 
cellelysater med totalt cellulrert protein, mens periplasmatisk protein blev przpareret som 
beskrevet i kapitel 2. 
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En dzkkende beskrivelse af isolering af MBP-BPTI fusionsprotein fra ekstrakter ved 
amylose aftYnitetskromatografi findes i Lauritzen et a1.(1991). Ved pilotforwg skete 
oprensningen dog med kolonner med 1-10 ml amyloseresin. 
Protein analvser. BPTI i ekstrakter og isolater af MBP-BPTI fusionsprotein blev 
analyseret ved SDS-PAGE (kapitel 2), og blev kvantificeret ved trypsin inhibitor assays 
(kapitel 2). 
Totalprotein blev bestemt ved Bradford assay (Bradford, 1976). 
RESULTATER 
Plasmidkonstruktioner for MBP-BPTI fusion. Med inddragelsen af MBP fusions 
systemet blev der opnået signifikant bedre udbytter af BPTI end for de tidligere systemer. 
Der blev konstrueret tre forskellige MBP-BPTI ekspressionsplasmider. pRUC713 (fig.3. lb) 
stod for ekspression af et secemeret fusionsprotein med FX, målsekvensen (Ile-Glu-Gly- 
Arg) anbragt lige op ti1 Arg1 af BPTI. Udbyttet var godt (se nedenfoi), men blev alligevel 
forwgt forbedret med konstruktionen af pIH821-CL. Her er signalpeptiddelen af MBP 
udeladt, således at produktet ophobes i cytoplasma. Det havde vist sig at 0ge udbyttet af 
visse andre proteiner wsentligt (P.Riggs, personlig kommentar). På baggrund af de 
tidligere resultater var det dog tvivlsomt, om det ville vzre tilfzldet for BPTI. 1 fBIge SDS- 
PAGE analyser udtrykte PR722/pIH821-CL faktisk et protein af korrekt smrrelse i et meget 
h0jt niveau - skønsmaessigt 3-5 gange hnjere end PR722/pRUC713. Produktet var 
imidlertid ustabilt og forsvandt konsekvent i forbindelse med forsag på fremstilling af 
cellelysater. Det videre arbejde blev derfor baseret på pRUC713. 
Efter oprensning af MBP-BPTI fra PR722/pRUC713 viste det sig helt uventet, at FX, 
khwning af fusionsproteinet hovedsageligt skete ved en sekvens (Val-Pro-Gly-Arg) seks 
rester “upstream” for Argl, og altså ikke ved det designede site (Ile-Glu-Gly-Arg) lige f0r 
Arg1 (se kapitel 4). Cathepsin C var som beskrevet i kapitel 2 fundet ideel for fjemelse af 
N-terminale extensionspeptider fra BPTI. Med det formål at gme den korrekte målsekvens 
tilgzngelig for FX,, blev pRUC759 konstrueret. 1 produktet herfra er FX, målsekvensen 
adskilt fra Arg1 af Met-Glu-Ala-Glu (en linkersekvens velegnet for cathepsin C trimning), 
og denne strategi viste sig at l@se problemet perfekt (kapitel 4). 
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Eksoression af MBP-BPTI. Ekstrakter af totalt cellulaxt protein og periplasmatisk 
protein fra inducerede kulturer af PR722/pRUC713 og PR722/pRUC759 udviste trypsin 
inhibitor aktivitet. Periplasmatisk protein indeholdt dog kun 2/3 af den mmngde BPTI, der 
blev furidet i et tilsvarende ekstrakt af totalprotein. For al storskala produktion blev der 
derfor anvendt totalprotein. Ved SDS-PAGE analyse viste MBP-BPTI sig som et kraftigt 
bånd for det 46.5 kDa store fusionsprotein. Efter amylose affinitetskromatografi blev dette 
band kvantitativt genfundet sammen med 2-3 svage bånd for protein af lavere molekylvzgt 
(se figur 2, Lauritzen et al., 1991). De svage band reprmsenterer MBP-BPTI fusionsprotein 
af “ikke fuld lmngde”, og kan stamme fra for tidlig terminering af transkription/translation 
eller fra proteolytisk nedbrydning af BPTI delen. 
For storskala produktion af MBP-BPTI blev kulturer inkuberet i 16-18 timer efter 
induktion. Cellevmksten stoppede efter 5-6 timer ved OD,, = 5. 1 den efterfolgende 
stationsere fase steg udbyttet af MBP-BPTI fra ca. 6 mg ti1 ca. 60 mg/1 kultur svarende ti1 
8 % af totalproteinet. Mamgden af “fnld Iamgde” protein i forhold fil “ikke fuld lmngde” 
protein blev ligeledes @get i den periode. BPTI delen udgor 6.5 kDa af fusionsproteinets 
46.5 kDa. Efter hast svarede BPTI således ti1 omkring 1% af totalproteinet eller 8 mg/1 
kultur beregnet ud fra inhibitor aktiviteten i relation ti1 molekylvaegten af WT-BPTI. 
1 forbindelse med pilotforsag med MBP-BPTI fusionssystemet, hvor kulturer blev 
dyrket i små rumfang (50 ml), blev der i nogle tilfselde oprenset fusionsprotein med 
inhibitor aktivitet svarende ti1 lo-12 mg BPTI/l kultur. 
DISKUSSION 
MBP-BPTI ekspressionssystemet viste sig at vaxe effektivt. Udbyttet af fusionsprotein 
var tilfredsstillende, oprensningen var enkel og velfungerende, og problemet med FX, 
klovning ved den alternative målsekvens blev last ved adskillelsen af den korrekte 
målsekvens fra Arg1 med MEAE-sekvensen for cathepsin C trimming. 
Udbvtte af MBP-BPTI. MBP-BPTI udbyttet var storre eller af samme storrelsesorden 
som en razkke andre secernerede MBP fusionsproteiner (Bosse et al., 1993; Szmelcman et 
al., 1990; Guan et al., 1988; Maina et a1.,1988; Blonde1 & Bedoulle, 1990; Protein Fusion 
& Purification system, NEB, 1990). De rappotterede MBP fusionssystemer reprmsenterer 
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produktion af både prokaryote og eukaryote proteiner af varierende storrelser. Som for 
BPTI’s vedkommende drejer flere af systememe sig om små proteineripeptider, det i andre 
systemer har vseret vanskeligt at opnå tilstrakkeligt udbytte af. Ligeledes har fusion ti1 
MBP hast problemer med oprensning eller biologisk aktivitet (Bosse et al.,1993; Szmelcman 
et al., 1990; Blonde1 & Bedoulle, 1990). 
Udbyttet af MBP-BIT1 er dog vsesentligt lavere end for ikke-secemerede MBP 
fusionproteiner, som udgor 20-40% af det totale cellulmre protein (Protein Fusion & 
Purification system, NEB, 1990). MBP-BPTI blev også produceret i stor mmngde som 
ikke-secemeret protein med pIH821 vektoren, men BPTI’s ustabilitet i cytoplasma kom 
endnu engang ti1 udtryk. Nedbrydning af hele fusionsproteinet urnuliggjorde oprensning af 
dette produkt. Fusion ti1 MBP har dog en vis stabiliserende effekt på BPTI, der er til- 
strmkkelig ti1 at muliggore sekretion af fortrinsvis fuld laxgde fusionsprotein. 1 periplasma 
er produktet stabilt, og kan akkumuleres over lange perioder. 
Nogle af resultaterne tyder på, at det ville have vaxet muligt at opnå endnu hojere 
udbytter med MBP fusionssystemet. Pilotforsng med dyrkning i lille volumen gav bedre 
resultater end storskala produktion. En systematisk optimering af dyrkningsbetingelseme, 
dvs. beluftning, temperatur og mediesammensaetning ville formentlig have oget udbyttet. 
Erfaringer viser f.eks. at dyrkning ved lavere temperaturer (15-30°C) kan oge udbyttet af 
aploseligt rekombinant protein (Schein and Notebom, 1988). 
Ligeledes kunne det have varet interessant og muligvis givtigt at arbejde videre med 
pIH821-CL systemet for at linde en måde at undgå nedbrydning af fusionsproteinet i 
cytoplasma på. Det blev imidlertid ikke fundet hensigtsmzessigt, på det pågzldende tids- 
punkt, at investere megen tid i hverken dette eller i optimeringsforsag. Det var vigtigere 
at komme videre med peptidasebehandling og oprensning. 
Amvlose affinitetskromatografi. Oprensningen af MBP-BPTI ved affinitets- 
kromatografi var enkel og effektiv. Der er tilsyneladende ingen interaktioner mellem de to 
dommner eftersom begge har deres biologiske aktivitet intakt, dvs henholdsvis affinitet for 
amylose/maltose og inhibitoraktivitet. Ca. 75 % af de kendte MBP fusionproteiner oprenses 
uden problemer (Protein Fusion & Purification system, NEB, 1990). 
Andre BPTI eksuressionsvstemer. Som mevnt, er der samtidigt med eller senere end 
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MBP-BPTI systemet publiceret andre systemer ti1 ekspression af BPTI i E. coli, der også 
er fusionssystemer, og hvor man har forsegt at indbygge losninger ti1 oprensning og 
separation af fusionspartneme. 
Nilsson et al. (1991) publicerede et arbejde, som belyste problememe omkring 
ekspression af BPTI i E. coli. Her anvendtes et system med sekretion af BPTI fusioneret 
ti1 to domsmer af stafylokok protein A, som kan anvendes ti1 IgG affinitetskromatografi. 
Codons for dipeptidet Asn-Gly var anbragt op ti1 Arg1 af BPTI og tillod specifik klovning 
med hydroxylamin, således at BPTI produktet var N-terminalt forhenget med glycin. WT- 
BPTI kunne måles i den periplasmatiske fraktion i et niveau på ca. 1,5 mg/1 kultur, mens 
to disulfidbro-mutanter, (C14A-C38A) og (C30A-C51A) var oppe på henholdsvis 11 og 7 
mg/1 kultur. 1 pulse Chase eksperimenter sås en hurtig proteolytisk nedbrydning i 
cytoplasma af BPTI delen. 1 artiklen opstilles en model, der siger at foldning af BPTI i 
cytoplasma forhindrer sekretion, og det foldede protein nedbrydes ligesom det ikke foldede. 
Foldning og dannelse af disulfidbroer påstås at kunne forekommeskernt miljoet er reduce- 
rende. De to mutanter har en anderledes foldningskinetik, er mere ustabile end WT 
proteinet, og secemeres derfor mere effektivt. Det er generelt kendt at foldning og 
sekretion er konkurrerende processer. Det er dog diskutabelt om BPTI, der ellers er så 
usmdvanligt stabilt, og er resistent overfor en lang rmkke peptidaser, skulle kunne 
nedbrydes i sin native form i cytoplasma. Modellen er heller ikke i fuld overensstemmelse 
med at MBP-BPTI fusionsproteinet er helt stabilt i totale cellelysater, hvor de cy- 
toplasmatiske proteaser er frigivet. 
Et effektivt ekspressionssystem for BPTI blev publiceret af Altman et al. (1991). Her 
blev der satset på dannelse af inclusion bodies, hvilket lykkedes ved at fusionere i) en del 
af TrpLE leader peptidet, ii) et syntetisk IgG bindende domame og iii) WT-BPTI eller 
varianter af BPTI. Oplosning, isolering og renaturering af fusionsproteinet var langvarigt 
og arbejdskrzvende. Ti1 genguld blev fusionsproteinet oprenset og klovet i samme trin ved 
kromatografi med immobiliseret chymotrypsin, der binder BPTI delen og klover ved en 
sekvens, Thr-Tyr anbragt for Arg1 af BPTI. Udbyttet blev angivet ti1 at vare 18-20 mg 
WT-BPTI/I kultur. Det hoje udbytte, der er rapporteret i dette sidste system, overgår 
udbyttet fra MBP-BPTI systemet. MBP-BPTI systemet er alligevel attraktivt ved sam- 
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metnigning, da det arbejdsmaessigt er det enkleste, og omkostningeme er overkommelige. 
Som naevnt i kapitel 1 er der efterhanden rapporteret en del arbejder på BPTI 
varianter. Det er selvfolgelig interessant at se på hvilke systemer, der ligger bag 
fremstillingen af disse proteiner. 
Ti1 fremstilling af Y35G-BPTI for undersogelse af denne substitutions effekt på 
krystalstrukturen (Housset et al., 1991), F22A-, Y23A-, N43G- og F45A-BPTI for 
undersogelse af krystalstruktur- og stabilitetsandringer (Danishefsky et al., 1993; Kim et 
al., 1993) samt Tyr35 og Tyr23 mutanter for foldningsstudier (Goldenberg et al., 1989; 
Goldenberg and Zhang, 1993) blev systemet af Goldenberg (1988) anvendt. Dette system 
(omtalt i kapitel 2) er baseret på sekretion ved fusion ti1 - og naturlig fraspaltning af OmpA 
signalpeptidet, og i originalartiklen er udbyttet angivet ti1 1-1.5 mg/1 kultur. Produktet var 
korrekt klovet og 95% rent. 1 et foldningsstndie hvor 14-38 disulfidbroen er fjemet i to 
forskellige mutanter, C14S- og C38S-BPTI, blev proteinet produceret i et system hvor 
BPTI udtrykkes med en “histidin oprensnings-tag” med sekvensen Met-Gly-His,-Met. 
Denne fjemes efterfnlgende ved CNBr kloning, hvorfor man yderligere har måttet erstatte 
Met52 med Arg for at undgå intern klovning (Darby et al., 1995). 1 en rsekke arbejder 
(Weissman and Kim, 1992; Schulman and Kim, 1994; Yu et al., 1995) der b1.a. drejer sig 
om “alanine-scanning mutagenesis” og hydrogenudvekslinghastigheder for disulfidbro 
varianter af BPTI, er proteinet produceret i et phagemid/T7 ekspressionssystem, hvor 
produktet danner inclusion bodies og krzever en renatureringsprocedure. Det resulterende 
protein er N-terminalt forhenget med methionyl. En del af mutanteme udtrykkes imidlertid 
så dårligt at man har udvidet systemet med fusion ti1 en storre partner, som siden fraspaltes 
med CNBr, hvorfor Met52 i disse tilfselde er erstattet af leucin. 
Berndt et al., 1993 (studie af internt begravede vandmolekyler, struktur og stabilitet) 
og Otting et al, 1993 (studie af isomeri af disulfidbindinger) arbejdede med “N beriget 
G36S BPTI, og Denisov et al., 1995 (studie af internt begravede vandmolekyler) arbejdede 
med samme (men ikke isotopberigede) mutant. G36S er produceret i et gmrsystem med 
Succharomyces cerevisiae som vmrt. Protein fra dette system er N-terminalt forhenget med 
en methionyl. Udbynet for dette system er ikke angivet, men Norris et al., (1990) 
rapporterer et system for ekspression i Succharomyces cerevisiae af et antal BPTI mutanter, 
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hvor udbytterne er overbevisende hoje, nemlig 20-60 mg/1 kultur. 
Ved mange af de ovenfor mevnte arbejder er proteinet fremstillet ved metoder der 
ikke er fuldt tilfredsstillende. Et problem er N-terminal forhengelse med methionyl, et 
andet er anvendelsen af CNBr klovning, hvor der arbejdes med et toksisk kemikalie, og 
hvor det resulterende protein har en indbygget sekvensaendring. Et tredje forhold er 
dannelsen af inclusion bodies, som dog ikke entydigt er et problem. Endeligt er der 
udbytteme, der i de fleste tilfzelde ikke er opgivet. Udbyttet af systemet af Goldenberg 
(1988) kendes dog, og vides at ligge noget under udbyttet af MBP-BPTI systemet som her 
beskrevet. 1 alle arbejder med dette system har der formentlig vaxet tale om store 
fermenteringer for at opnå tilstrrekkeligt meget protein. Jeg har ikke kendskab ti1 arbejde 
med protein, der er fremstillet i det system, der blev publiceret af Altman et al., 1991, og 
det kan undre, eftersom udbyttet her var ganske godt. 
Når det gzlder produktion af mindre mzngder af BPTI mutantprotein ti1 f.eks. NMR 
undersogelser er det langt at foretraekke at arbejde med et E. cdi system, som gentek- 
nologisk og dyrkningsmassigt er det enkleste. Set i lyset af ovenstående er MBP-BPTI 
systemet blandt de bedste og er ti1 stadighed aktuelt. Når det gzlder produktion af isotop- 
mzerket eller isotopberiget protein er E. coli systememe imidlertid på grznsen af det 
velegnede på grund af udbytterne. Ti1 dette brug er gaxsystememe bedst, selvom der også 
her er problemer med N-terminalen. 
Uanset hvilket ekspressionssystem man ser på for BPTI - hvad enten det er i E. coli 
eller i gax - er der i det mindste et element fra MBP-BPTI systemet, der helt oplagt burde 
inddrages, og det er opnåelse af den korrekte N-terminal ved hjselp af cathepsin C. 
Cathepsin C kan anvendes ti1 at fjeme alt fra methionyl plus en ekstra rest, ti1 korte 
affmitets aprensningstags som f.eks. poly(His). BPTI selv er beskyttet mod nedbrydning 
med cathepsin C på grund af den N-terminale sekvens, se kapitel 4. 
43 
Kapitel 4 
Faktor X, klmming af MBP-BPTI og cathepsin C trimning af 
N-terminalt forlamget BYI’I. 
ABSTRACT 
En effektiv FX, spaltning af MBP-BPTI blev opnået ved at indsztte en linkersekvens 
mellem FX, malsekvensen og Arg1 af BPTI. Sammenlignet med FX, spaltning af andre 
fusionsproteiner gav det en hoj hastighed og et lavt enzymforbrug. Linkersekvensen kunne 
efterfolgende fjemes nemt og effektivt med cathepsin C trimning, således at der blev opnået 
et > 98 % rent BPTI produkt med korrekt N-terminal. Arbejdet viste at FX, klovning er 
folsom for strukturer omkring den peptidbinding, der skal brydes, og der blev desuden tilfojet 
ny viden om begraxsninger i enzymets specificitet. 
INTRODUKTION 
Ved udviklingen af et ekspressionssystem for rekombinant BPTI’ ti1 NMR-studier, blev 
der lagt vagt på at opnå en fuldstzndig korrekt aminosyresekvens. 1 andre tilfselde, som 
f.eks. ved fremstilling af rekombinante proteiner ti1 farmaceutisk brug er det ligeledes af 
afgorende betydning, at det faxdige produkt er identisk med det naturlige protein. Små 
variationer kan give antigene egenskaber, selvom den biologiske aktivitet er i orden. 
Athzzngig af hvilken ekspressionsstrategi der anvendes, er det twdvendigt at have metoder ti1 
in vitro at udfore site-specifik klovning af proteiner for at frigore fusionspartnere som f.eks. 
MBP, at fjeme mindre affinitets “håndtag” som f.eks. poly(His), eller blot fjeme en N- 
terminal methionyl. 
De i kapitel 2 og 3 omtalte ekspressionssystemer for BPTI gav eksempler på både 
kemiske metoder (klovning med cyanagen bromid eller hydroxylamin), og enzymatiske 
metoder (klovning med chymotrypsin eller FXJ ti1 adskillelse af fusionspartnere eller 
fjemelse af mindre ekstenderinger. Ingen metoder er helt generelle i deres anvendelighed. De 
kemiske metoder giver klovning efter en enkelt aminosyrerest (cyanagen bromid efter Met) 
eller mellem resteme i et dipeptid (hydroxylamin mellem Asn-Gly). Den lave specificitet 
begranser anvendeligheden, fordi disse aminosyrerester ofte findes i selve proteinets sekvens. 
Nogle endopeptidaser (f.eks. trypsin, der klover efter Arg) genkender også enkelte rester eller 
dipeptider, men andre peptidaser er langt mere specifikke (f.eks. FX,, thrombin og 
enterokinase) og krzver malsekvenser på tre eller fire aminosyrerester. Desuden klover en- 
zymeme ofte på den C-terminale side af malsekvensen og kan derfor klove urniddelbart for 
et proteins N-terminal. Brugen af disse meget specifikke endopeptidaser er efterhånden blevet 
indarbejdet i forskellige kommercielt tilgzngelige ekspressionssystemer. 1 MBP fusions- 
systemet benyttes FX,, som klover ved den C-terminale ende af sekvensen: Be-Glu-Gly-Arg. 
Forekomsten af denne sekvens i proteiner er lav, og giver teoretisk set enzymet en bred 
anvendelighed (Nagai & Thogersen, 1984). Der findes en rakke eksempler på fusionspro- 
teiner, der kan kloves af FX, (Nambiar et al., 1987; Nagai & Thogersen, 1987; Maina et al., 
1988; Geli et al., 1989; Francbi et al., 1991; Bosse et al., 1993). 
1 dette kapitel uddybes og diskuteres klovningen af MBP-BPTI med FX,. Desuden 
beskrives og diskuteres cathepsin C behandlingen, som blev nodvendig efter indforsel af en 
linkersekvens mellem FX, målsekvens og Argl. 
MATERIALER OG METODER 
FX-. MBP-BPTI fusionsproteiner blev behandlet med FX, (New England 
Biolabs) som beskrevet i Lauritzen et al. (1991). 1 mg/ml fusionsprotein blev inkuberet med 
0.4 pg/ml FX, ved 4°C. Klovning af produktet fra pRUC759 var tilendebragt indenfor 16 
timer. Produktet fra pRLJC713 krsevede lo-14 dages inkubation for fuldstzendig klovning ved 
dette enzym/substrat forhold eller 16 timer ved anvendelse af 20 gange så meget enzym. 
m. N-terminale dipeptid fragmenter blev fjemet fra N-terminalt 
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forbenget BPTI ved behandling med cathepsin C (Boehringer-Mannhein) som beskrevet i 
Lauritzen et al., 1991. Behandlingen blev udfort på i) en batch med - 100 % 4-BPTI, ii) en 
batch med ca. 90% 6-BPTI og iii) en batch med ca. 90% 5-BPTI. Reaktioneme foregik i 
NMR proveror, og fulgtes ved NMR analyse. Enzym/substrat forholdet var 1,5 % (w/w). Den 
tid der krawedes for fuldstaendig fjemelse af 2 eller 3 dipeptid fragmenter var staxkt afhaxrgig 
den N-terminale aminosyresekvens. 
panalvser Udviklingen i forholdet mellem MBP-BPTI, 
MBP og BPTI i FX, reaktionsblandinger blev analyseret ved SDS-PAGE (kapitel 2). 
Oprensning af rekombinant BPTI blev foretaget ved IE-HPLC efterfulgt af RP-HPLC som 
beskrevet i Lauritzen et al., 1991. Aminosyresekventering blev udfort af 1. Svendsen 
(Svendsen et al., 1980) 
NMR analvser. 250 MHz ‘H NMR spektre blev optaget som beskrevet i Lauritzen et 
al. (1991). 
RESULTATER 
FX. klovning af MBP-BPTI fra uRUC713. Arg6’-Arg1 bindingen i den direkte fusion 
mellem FX, målsekvensen (Be-Glu-Gly-Arg) og BPTI sekvensen i pRUC713 konstruktionen 
(se figur 1 .b i Lauritzen et al., 1991) havde en meget begranset tilgzengelighed for FX,. En 
enzymatisk klovning viste sig i stedet at finde sted ved den C-terminale ende af en sekvens 
(Val-Pro-Gly-Arg) seks rester “upstream” for Arg1 
FX, behandlingen af MBP-BPTI fusionsprotein fra pRUC713 blev fulgt ved SDS-PAGE 
analyse. Der observeredes den forventede reduktion i intensitet for 46.5 kDa båndet (MBP- 
BPTI) og en samtidig stigning i intensiteten for et band med protein af 40 kDa molekylstorrel- 
se (MBP) og fremkomst af et bånd med protein på 6-7 kDa (BPTI) (se figur 2 i Lauritzen et 
al., 1991). 1 kromatogrammer fra IE-HPLC optrådte en ny peak med BPTI’s retentionstid. 
Tiden for fuldstaxdig klovning var lang, dvs. 3-10 gange lamgere end for andre fusionspro- 
teiner klovet af FX, (Nambiar et al., 1987; Maina et al., 1988; Nagai & Thogersen, 1987; 
Francbi et al., 1989). Rekombinant BPTI blev oprenset ved IE-HPLC og afsaltet ved RP- 
HPLC. Elueringsprofiler for WT-BPTI og rekombinant BPTI var identiske. Udbyttet var ca. 
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4 mg rekombinant BPTI/I kultur målt ved trypsin inhibitor assay. 
“Off-target” klovning blev forst afsharet, da produktet blev karakteriseret ved ‘H NMR. 
1 spektre af rekombinant BPTI fra pRUC713 konstruktionen fratrukket spektre af WT-BPTI 
(se differensspektrum figur 4 i Lauritzen et al., 1991) optrådte resorranser for flere ekstra 
rester i det rekombinante protein. De ekstra rester kunne identificeres ved at sammenligne 
med kemiske skift for modelforbindelser (Bundi & Wiithrich, 1979). Sammensaxningen 
svarede ti1 de seks rester for Arg1 i MBP-BPTI (figur 1 .b i Lauritzen et al., 1991), og pegede 
på at fusionsproteinet var klovet i denne position. Konklusionen blev bekrzftet ved 
aminosyresekventering. Aminosyresekventeringen afslorede og samtidigt at en fraktion af 
proteinet istedet var klovet fem rester for Argl. Off-target klovning resulterede således i et 
blandet produkt, hvor 90-95 % af proteinet var klovet for Glyl’ eller for Ser2’. Kun de 
resterende 5 % var korrekt klovet for Argl. Om FX, klovning fandt sted ved Glyl’ eller Ser2’ 
så ud ti1 at amange af reaktionsbufferen (Lauritzen et al., 1991) og rekombinant BPTI fra 
en batch klovet i en Tris-HCl buffer var således mesten udelukkende forhenget med seks 
aminosyrer (6-BPTI), mens en anden batch klovet i en natriumfosfatbuffer hovedsageligt 
bestod af BPTI forhenget med fem aminosyrer (5-BPTI). Sammenszetningen af 5- og 6-BPTI 
reflekteres af en varierende intensitet for Glyl’H” resonancen i NMR spektre (data ikke vist). 
Det viste sig at vaxe enkelt at konvertere 6-BPTI ti1 WT-BPTI sekvensen ved cathepsin 
C trimning (se nedenfor). Det blev derfor valgt at konstruere ekspressionsplasmidet pRUC759 
(kapitel 3; figur 1.c i Lauritzen et al., 1991). 1 produktet herfra var FX, målsekvensen adskilt 
fra BPTI’s Arg1 af en fire aminosyrer lang linkersekvens. Hetved blev den korrekte 
målsekvens tilgzngelig for FX, klovning. 
FX, klovninn af MBP-BPTI fra nRUC759. Klsvning af MBP-BPTI fra pRUC759 blev 
fulgt ved SDS-PAGE og HPLC. Reaktionen blev fuldfort med et meget lavt molaxt 
enzym/substrat forhold (1:1500) ved inkubation ved 4’C i 16 timer. Denne hastighed er i 
storrelsesordenen 2-6 gange hojere end for klovning af andre fusionsproteiner (Nambiar et 
al., 1987; Nagai & Thogersen, 1987; Maina et al., 1988; Francbi et al., 1991). 
Produktet (4-BPTI) blev oprenset ved IE-HPLC og RP-HPLC i et udbytte på 4-6 mg/1 
kultur. Resonanser for de fire ekstra aminosyrerester var tydelige i NMR spektre (se figur 
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3 i Lauritzen et al., 1991), og var i overensstemmelse med kemiske skift for modelforbindel- 
ser (Bundi & Wiithrich, 1979). 
Catheosin C trimnina af N-terminalt forlameet BPTI. Cathepsin C er en dipeptidyl 
aminopeptidase, dvs. den fjemer trinvist dipeptider fra den N-terminale ende af proteiner og - 
peptider. Specificiteten er meget bred, og mesten alle typer dipeptider kan fjemes. 
Undtagelseme er, at bindinger der involverer prolin ikke hydrolyseres, og cathepsin C fjemer 
heller ikke dipeptider med en N-terminal lysin eller arginin. 
4-BPTI og 6-BPTI kunne omdannes ti1 WT-BPTI sekvensen ved at fjeme hhv . to og tre 
N-terminale dipeptidfragmenter ved cathepsin C behandling (figur 4.1). Yderligere 
nedbrydning forhindres af Arg1 og Pro2. 5-BPTI blev med denne behandling omdannet ti1 
Arg-BPTI (l-BPTI) ved at fjeme to dipeptidfragmenter og yderligere nedbrydning af l-BPTI 
forhindres af Arg5’ og Pro2 (figur 4.1). Reaktioneme blev fulgt ved NMR spektroskopi. 
Fjemelse af hvert enkelt dipeptid kom ti1 udtryk gennem kemiske skift sendringer for 
resortanser fra aminosyrerester i extensionspeptideme. 
1 NMR spektre var der, ud over resottanser fra de ekstra aminosyrerester, observeret 
en rsekke gennemgående kemiske skift forskelle for BPTI resorranser i de forhengede specier 
(kapitel 5). Resonans forskelle for Tyr23 H’ (se figur 5 i Lauritzen et al., 1991) og Ala HB 
(se figur 3 og 4 i Lauritzen et al., 1991) var sterlig markante. Når cathepsin C trimning af 
4-BPTI og 6-BPTI blev tilendebragt, flyttede Tyr23 H’ og Ah158 H@ resonanseme ti1 deres 
position i WT-BPTI spektret. Herefter forekom der ikke yderligere aendringer i NMR 
spektrene. 
Cathepsin C fjemer forskellige dipeptidfragmenter med varierende hastigheder 
(McDonald et al., 1969). Det blev bekrzftet ved trimningen af de N-terminalt forhengede 
specier. En fjemelse af dipeptideme Metl’-Glu2’ og Ala3’-Glu4’ fra 4-BPTI med et enzym- 
substrat forhold på 1,5% (w/w) var tilendebragt på mindre end 1 time. Ti1 sammenligning 
tog det ca. 40 timer under de samme betingelser at fjeme de tre dipeptidfragmenter: Glyl’- 
Sed’, Ile3’-Glu4’ og GlyS’-Arg6’ fra 6-BPTI. Cathepsin C trimning ti1 fjemelse af de to 
dipeptider Serl’Ile2 og Glu3’-Gly4’ fra 5-BPTI kunne fuldfores på 4 timer. 
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6-BPTI: 
4-BPTI: 
5BPTI: 
1 -BPTI: 
Cat.C 
“\ ~ BPTI ~ 
Glyl’-Ser2’-lle3’-GIu4’-Gly5’-Arg6’-Arg1 -Pro2-Asp3------ 
Cat.C 
Metl’-Glu2’-Ala3’-GI ‘Arg1 -ProPAsp3------- 
Cat.C 
r BpT’ ~
Arg6-Arg1 -Pro2-asp3------ 
BPTI ~ 
Argl’iArgl -ProBAsp3------- 
Figur 4.1 
Cathepsin C trimning af N-taminalt forkenget BPTI. Pilem viser hvilke bindinger, der trinvist lada sig 
hydrolyserer af cathepsin C. Herefter findes der “stopklodser” (Arg og Pro), der forhinder yderligere 
nedbrydning. 
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Figur 4.2 viser et lille udsnit af en serie NMR spektre af 6-BPTI ti1 forskellige tider (O- 
40 timer) under cathepsin C behandling. Differensspektre (ikke vist) mellem de forskellige 
tidspunkter viste i hvilken raekkefolge de kemiske skift axdringer indtrådte. Bdringer Glyl’ 
og Ser2’ resottanser skete i tiden 0-2 timer, og må afspejle frigorelsen af det forste dipeptid 
Glyl’Ser2’. Æridringer i den komplekse multiplet for Ile3’HY + H* skete i 2 tempi i tiden 
0-2 timer og 2-30 timer, hvor den forste type axdring må vzere udtryk for at Be3 bliver N- 
terminal og den meste aendring folger frigorelsen af dipeptidet Ile3’-Glu4’. Det tredje dipeptid 
er GlyS’-Argo’, og er i falge McDonald et al. (1969) det dipeptid, cathepsin C har storst 
affinitet for. Fjernelsen af dette dipeptid ses gennem flytningen af Ala Ha resonancen ti1 
dens plads i WT-BPTI. Det skete i tidsrummet 16-30 timer. Det må betyde at det 
hastighedsbestemmende trin er fjemelse af Ile3’-Glu4’, og at GlyS-Arg6’ fjernes urniddelbart 
efter. 
Omensning oa udbvtte. En endelig oprensning af rekombinant BPTI med WT-BPTI 
sekvens samt af l-BPTI blev foretaget ved RP-HPLC. Hetved blev frie dipeptider og 
cathepsin C fjernet. Protein, der stammede fra 6-BPTI og 4-BPTI var identisk. Det fremgik 
af en perfekt subtraktion af NMR spektre for de to batches (se figur 6 i Lauritzen et al., 
1991). Ligeledes adskiller spektret af bovint WT-BPTI sig ikke fra spektret af det 
rekombinante protein. De små uregelmzssigheder i differensspektret, figur 6, Lauritzen et 
al., 1991, menes at stamme fra mindre urenheder i det bovine protein. 
Figur 4.2 
‘H NMR spektre af en del det af alifatiske område af 6-BF’TI fm (0 timer) og 2, 16, 30 og 40 timer efter 
tilsztning af cathepsin C. Oplssningen var ca 5 mg GBPTI, 75 pg cathepsin C i 0.5 ml 0.3 M KCI, 10 mM 
2-mercaptoethanol, pH4.2. Spektre blev optaget ved 25T. Igennem hele perioden ses aendringer i omrtiet 0.7- 
1.1 ppm, der indeholder den kompleks? multiplet for Ile3’H”’ + H*. En kemisk skift amdring for Ala 58 Hp 
resonancen omkring 1.3 ppm sker i tidsrummet 16-40 timer. 
50 
16 timer 
0 timer 
Figur 4.2 1 ’ ’ , ’ j ’ ’ , 5 t 2.5 2.0 3, I I , 
1.5 1.0 
PPM 
.5 
Udbyttet af rekombinant BPTI med WT sekvens var 4.5 mg/1 kultur af pRUC759 
konstruktionen med en renhedsgrad vurderet ti1 > 98 % ud fra NMR spektre og RP-HPLC. 
En oversigt over udbytte og renhedsgrad af protein for de forskellige trin fra ekspression ti1 
endelig oprensning er givet i tabel 1 i Lauritzen et al., 1991. 
DISKUSSION 
Faktor X,. FX, klovning af den korrekte målsekvens i MBP-BPTI fra pRUC713 var 
starkt begraenset. Det er usandsynligt, at selve BPTI’s aminosyresekvens (Argl-Pro2-Asp3- 
Phe4) modvirker klovning. Der findes eksempler på sekvenser med hhv. Lys, Pro, Asp og 
Tyr i positioneme 1-4 efter målsekvensen, som kan hydrolyseres af FX, (Nagai & 
Thogersen., 1984; Nagai & Thogersen 1987). Utilgamgeligheden af malsekvensen skyldes 
formentlig strukturelle forhold omkring BPTI delens N-terminal, og alt tyder på en interaktion 
mellem Ala COO- og peptidkzden i målsekvensen. Dette uddybes i kapitel 5. Med en 
andring i genfusions konstruktionen blev der indsat en linkersekvens mellem Arg1 og mal- 
sekvensen. Hetved blev klovning i den korrekte position szrdeles effektiv og dominerende 
og damrelsen af biprodukter ubetydelig. Linkersekvensen kunne fjemes med cathepsin C trim- 
ning. Systemet kan kritiseres for at vare kompliceret p.gr.a. dette ekstra peptidase behand- 
lingstrin, men både FX, klovning og cathepsin C trimning korer under de givne betingelser 
som meget rene reaktioner med begrznsede enzymmzengder og tidsforbrug. 
Utilgzngelighed af FX, målsekvensen kendes fra andre fusionsproteiner, og problemet 
er i nogle tilfszlde last ved denaturering af fusionsproteinet forud for FX, behandling (Maina 
et al., 1988; Geli et al., 1989). Denne fremgangsmåde var imidlertid udelukket for MBP- 
BPTI, da det er urnuligt at holde BPTI denatureret ved betingelser som FX, kan virke under. 
Også andre meget specifikke peptidaser, der anvendes ti1 klovning af fusionsproteiner 
er tilsyneladende folsomme for strukturen omkring malsekvensen. Guan & Dixon (1991) 
beskriver hvorledes de har fusioneret et antal proteiner ti1 gluthatione S-transferase med de 
to fusionspartnere adskilt af thrombin målsekvensen. 1 de fleste tilfzlde er klovningen med 
thrombin meget ineffektiv eller manglende. For at gore malsekvensen tilgzengelig er der 
indfort en (ustruktureret) glycin rig linkersekvens (9 aminosyrer) mellem målsekvensen og 
52 
det interessante proteins N-terminal. Det oger effektivitetenaf thrombin klovningen vresentlig. 
Her er der imidlertid ikke fundet en losning på problemet med senere at få fjemet den 
tilfojede linkersekvens. 
På det seneste er der rapporteret om endnu et system, hvor FX, behandling ikke lod sig 
gore med målsekvensen fusioneret ti1 N-terminalen af poliovirus 2C protein (Rodriguez & 
Carrasco, 1995). 1 stedet forekom der spaltning internt i proteinet, selvom der end ikke 
fandtes en Gly-Arg sekvens. Losningen var også her at indsaette en kort linkersekvens, 
hvorved der blev opnået FX, klovning ved den designede malsekvens. 
Arbejdet med MBP-BPTI gav nye oplysninger om begrrensninger i FX,‘s specificitet. 
FX, kunne klove ved Val-Pro-Gly-Arg sekvensen, som helt utilsigtet var lokaliseret kun seks 
rester fra den rigtige målsekvens. Det har lamge vaxet kendt at FX, klovning ikke er absolut 
begranset ti1 Ile-Glu-Gly-Arg sekvensen. Alternative malsekvenser omfatter forst og fremmest 
tetrapeptider med konservative substitutioner på de forste to pladser såsom Ala-Glu-Gly-Arg 
eller Ile-Asp-Gly-Arg (Nagai & Thogersen, 1984). Der er dog ogsi rapporteret et enkelt til- 
fzlde med langsom hydrolyse ved sekvensen Cys-Asn-Gly-Arg i fi-galactosidase (Nambiar 
et al., 1987). 1 MBP-BPTI er det bemaxkelsesvsxdige den Se-konservative erstatning af Glu 
med Pro, og hydrolyse på begge sider af Glyl’. Resultateme her understreger, hvor vigtigt 
det er at tinde frem ti1 en konstruktion der giver en god tilgrengelighed af målsekvensen, når 
man vi1 anvende en specifik peptidase ti1 frigorelse af sit protein. Da kan der behandles med 
små mrengder peptidase i begrrensede perioder, så utilsigtede sidereaktioner undgås. 
Mit arbejde med MBP fusionssystemet var knyttet ti1 Paul Riggs (New England Biolabs) 
udvikling af MBP fusionsvektoreme, som i dag kaldes pMAL vektorer. De forste 
vektorkonstruktioner - heriblandt pPR682 - havde ccdon for prolin urniddelbart efter FX, 
malsekvensen. Ifolge Nagai & Thogersen (1984) kan Arg-Pro bindingen ikke kloves af FX,, 
men ikke desto mindre var der afprovet en rrekke konstruktioner, hvor gener var klonet i 
EcoRI restriktionssitet “downstream” for målsekvensen. Fusionsproteiner herfra blev klovet 
af FX,, dog med lav hastighed, og det blev i forste omgang tolket som at Arg-Pro bindingen 
alligevel kunne kloves, idet man ikke kontrollerede de frigjorte proteiners N-terminale 
sekvens. Resultatet fra mit arbejde med MBP-BPTI afslorede imidlertid at der hojst sandsyn- 
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ligt også for disse konstruktioner var tale om off-target klovning ved Val-Pro-Gly-Arg 
sekvensen. Derfor er polylinkeren i vektoreme nu rendret, så codan for prolin er udskiftet 
med codan for isoleucin på pladsen efter målsekvensen (The NEB Transcript (1991) ~01.3, 
p.14). 
Cathepsin C. Cathepsin C er ideel ti1 at fjeme N-terminale extensionspeptider fra BPTI. 
Det er enkelt, okonornisk, og der blev ikke observeret utanskede sidereaktioner. Metodens an- 
vendelighed er desvzrre begrrenset ti1 at omfatte proteiner der lige som BPTI har en naturlig 
stopklods for nedbrydning ved at have Arg, Lys eller Pro i de rette positioner. Både dette 
studie og de andre rapporterede arbejder med indssettelse af linkersekvenser efter en 
endopeptidases målsekvens viser imidlertid et behov for at kunne fjeme korte sekvenser fra 
N-terminalen, også selvom man har valgt en stor fusionspartner og klovning med en 
endopeptidase. 
NMR-analyseme i forbindelse med cathepsin C trimning gav antydningsvist nye 
oplysninger om dette enzyms specificitet. Spektrene var dog ikke afen kvalitet, så der direkte 
kunne måles hastigheder. Der er ikke tidligere foretaget dzkkende systematiske undersogelser 
over alle mulige kombinationer af dipeptider. Med disse få nye oplysninger er det stadig 
svazrt at se et generelt monster for hvilke typer dipeptider, der fjemes med hoj eller lav 
hastighed. Det mest tydelige for BPTI konstruktioneme er at en stor hydrofob aminosyrer 
som nr. 1 (Be-Gm) giver en meget lav hastighed, idet de to andre dipeptider med Gm som 
nr. 2 fjemes med hoj hastighed (Met-Glu og Ala-Glu). Desuden blev hovedkonklusionen fra 
McDonald et al. (1969) bekr~ftet; at dipeptider med en basisk aminosyrer som nr. 2 og Pro 
eller Gly som nr. 1 er optimal og giver hojest hastighed - det sås for Gly-Arg dipeptidet. 
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Kapitel 5 
Karakterisering af N-termhalt modilicerede BPTI specier ved 
NMR spfktr&opi. 
ABSTRACT 
Fire N-terminalt forlaxgede former af BIT; Arg-BPTI (l-BPTI), Ser-Ile-Glu-Gly- 
Arg-BPTI (5-BPTI), Gly-Ser-Ile-Glu-Gly-Arg-BPTI (6-BPTI) og Met-Glu-Ala-Glu-BPTI 
(4-BPTI) blev undersegt ved ‘H NMR. Enkelte tilsvarende undersogelser blev desuden 
foretaget på to N-terminalt forkortede former af BPTI; des(Argl-Pro2)-BPTI ((3-58)-BITI) 
og des(Argl-Pro2) R42S BPTI ((3-58, R42S)-BPTI). Den overordnede struktur af samtiige 
modificerede former var meget lig WT-BPTI’s struktur. En undersogelse af pH titre- 
ringseffekter på C-terminalens Ala HB kemiske skift viste overraskende at strukturen af 
l-BPTI ved neutralt pH fuldsnendig svarer ti1 WT proteinets med en saltbro mellem 
terminaleme. Saltbroen fandtes ikke hos andre af de forhengede eller forkortede former. 
Stabilitetsrendringer hos BPTI varianteme blev målt ved hojtemperatur hydrogen udveks- 
lingshastigheder og microcalorimetri. Stabiliteten af l-BPTI og WT-BPTI var ens. Et svagt 
fald i stabilitet registreredes for 5-, 6- (AAG, = 0.2-0.3 kcal/mol) og 4-BPTI (AAG, = 
0.5-0.7 kcallmol), mens stabiliteten af de forkortede former var meget nedsat (MG, = 
3.1-4.3 kcabmol). Der observeredes en raekke kemiske skift rendringer hos de forhengede 
former, der afspejler omlejringer af enkelte sidekrede i urniddelbar merhed af N-terminalen. 
Ovrige zndringer vidnede kun om små pertubationer i strukturen. For de forkortede specier 
var kemiske skift rendringer mere udtalte. 
INTRODUKTION 
BPTI’ er, som flere gange nrevnt, et intensivt studeret protein. Den uedimensionale 
struktur er bestemt med stor opl0selighed ved krystallografiske undersngelser (Deisenhofer 
& Steigmann, 1975; Wlodawer et al., 1984; Wlodawer et al., 1987) og NMR NOESY 
spektroskopi (Wagner et al., 1987a; Berndt et al., 1992). BPTI består af 58 aminosyrer i 
én polypeptidkzde. Kzden er krydsbundet af tre disulfidbroer; Cys14-Cys38, Cys30-Cys51 
og Cys5-Cys55, hvoraf den sidstnzzvnte forbinder de C- og N-terminale dele af kzden. 
Hovedksede strukturen mellem Cys5 og Cys55 er fast og kompakt, og er veldefineret i både 
krystalform og oplnsning. Terminaleme, og det gzelder iszr Arg1 og Gly57-Ala58, er 
derimod fleksible og er kun bestemt med store frihedsgrader ved såvel krystallografi som 
NMR NOESY spektroskopi (Berndt et al., 1992). Yderligere oplysninger om terminalernes 
struktur i oplosning haves fra NMR studier af pH titrerings effekter (Brown et al., 1978). 
Her indikeres det, at der findes en saltbro mellem den N-terminale amino gruppe på Arg1 
og den C-terminale carboxylsyre gruppe på Ala i det neutrale pH område. 
Studier af enkelte varianter af BPTI med modifikationer i regionen omkring 
terminalerne viser, at selvom denne region er den mest fleksible, har zndringer her en 
vzesentlig indflydelse på hele molekylets stabilitet. Brown et al. (1978) fjemede den N- 
terminale aminogruppe ved kemisk transaminering af BPTI. Data fra studiet af denne form 
pegede på at den overordnede struktur var bevaret. Alligevel var molekylet destabiliseret 
i forhold ti1 WT proteinet, hvilket alene blev henfmt ti1 tabet af saltbroen mellem Arg1 og 
Ala58. Stabiliseringsbidraget fra saltbro interaktionen blev bestemt ti1 1-1.5 kcal/mol 
(Brown et al., 1978). 
En naturligt forekommende variant af BPTI, pyroglutamyl-aprotinin, blev oprenset 
og studeret af Siekmann et al. (1987). Her er BFTI’s N-terminal forlznget og blokeret af 
ringsluttet glutaminsyre. NMR studier af ‘H kemiske skift tyder på at kun terminaleme 
(residue 1-3 og 58) er stmkturelt påvirket i forhold ti1 WT-BPTI. Molekylets dynamik er 
ikke signifikant anderledes bedemt ud fra ringflip hastigheder af aromatiske sidekzeder. En 
af de undersøgte sidekzder var Tyr23, som befinder sig mellem de C- og N-terminale dele 
af hovedkzden, ta% på 5-55 disulfidbroen, og hvis phenol hydrogen tankes at kunne danne 
H-bindinger ti1 grupper på de terminale dele af kzden. 1 lighed med det transaminerede 
BFTI var stabiliteten af pyroglutamyl-BF’TI nedsat ved måling af udfoldningstemperaturen 
i 6 M GuHCl. 
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En tredje sendring i regionen omkring terminaleme, nemlig en substitution af Tyr23 
med leucin (Goldenberg et al., 1989) forte også ti1 en nedsat stabilitet af proteinet. 
Med MBP-BPTI ekspressionssystemet var det lykkedes at opnå et system, der var 
velegnet ti1 fremstilling af mutant protein. Faktisk havde udviklingen af metoden ti1 
adskillelse af MBP og BPTI allerede resulteret i en lille serie af N-terminalt modificerede 
former (5-BPTI, 6-BPTI og 4-BPTI, tabe15.1). Disse varianter var interessante i forhold 
ti1 strukturen omkring C- og N-terminalen. Samtidig kan undersogelser af enhver variant 
af BPTI bidrage ti1 den generelle viden om effekten af mindre mutationer på proteiners 
struktur og egenskaber. 
Der kunne ud fra 5-BPTI urniddelbart fremstilles endnu en form af BPTI (l-BPTI, 
Tabel 5.1). Essensen af arbejdet med disse N-terminalt forlrengede varianter er publiceret 
i Lauritzen et al. (1992): “Effects of N-terminal extension peptides on the structure and 
stability of bovine pancreatic trypsin inhibitor studied by ‘H n.m.r.“, bilag 2. 1 et senere 
samarbejde med en gruppe fra Novo-Nordisk, rik vi adgang ti1 nogle N-terminalt forkortede 
former af BPTI (Tabel 5.1). Enkelte af resultateme fra dette arbejde (Hansen et al. In 
prep.) er direkte sammenlignelige med resultateme for forhenget BPTI, og vi1 blive 
inddraget i dette kapitel. 
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MATERULER OG METODER 
&Q&&. Samtlige anvendte varianter af BPTI er listet i tabe15.1. Fremkomsten af alle 
forhengede former er grundigt beskrevet i kapitel 3 og 4. Disse proteiner er oprenset ved 
IE-HPCL og/eller RP-HPLC og tilslut frysetorret inden preparation for NMR analyser. 
Prover af 5- og 6-BPTI var omkring 90 % rene, iblandet få procent af hinanden samt 
protein med WT-BPTI sekvens (omtalt i kapitel 4). Prover af l-BPTI og 4-BPTI blev 
oprenset ti1 >98 % renhed. Forkortede former af BPTI, (3-58)-BPTI og (3-58, R42S)- 
BPTI blev stillet ti1 rådighed i et samarbejde med Novo-Nordisk, og var fremstillet som 
beskrevet i Norris et al., 1990. WT-BPTI var en forsering fra Novo Nordisk, batch B2045- 
65-1. 
NMR analvser. Optagelsen af spektre af N-terminalt forhenget BPTI og WT-BPTI er 
dakkende beskrevet i Lauritzen et al.(1992). ID ‘H NMR spektre ti1 underwgelse af 
kemiske skift zndringer i forkortet BPTI blev optaget ved 250 MHz på prover inde- 
holdende 3 mM protein, 0.3 M KCl, pH 3.0 i *H,O. 
Hvdroaen udveksliwshastiaheder. Metoden ti1 bestemmelse af hydrogen udvekslings- 
hastigheder for forlznget BPTI er beskrevet i Lauritzen et al. (1992). Bestemmelse af 
udvekslingshastigheder for det forkortede protein blev foretaget på samme måde. Her blev 
dog kun anvendt 1 mM protein af hensyn ti1 en dårlig aploselighed ved pH 6.5. En anden 
afvigelse var at eksperimenterne for de to typer protein blev kort hver for sig, idet der kun 
var tale om få minutters inkubation ved 58°C mellem hver optagelse af spektret. 
Titrerinq. p*H aflnengigheden af Ala HP resonansen i området pH 1-12 blev målt for 
WT-BPTI, l-BPTI og 4-BPTI som beskrevet i Lauritzen et al. (1992). De fundne kemiske 
skift blev anvendt for en bestemmelse af pK, vaerdier for Ala carboxylsyre gruppen. 
Kalorimetri. Udfoldningstemperaturer for WT-BPTI, 5-BPTI, 4-BPTI, (3-58)-BPTI 
samt (3-58, R42S)-BPTI blev bestemt ved Differential scanning calorimetry, som beskrevet 
i Lauritzen et al. (1992). Analyseme blev udfort af Soren Bjom, Novo-Nordisk. 
RESULTATER 
Stabiliteten af N-terminalt modificerede varianter af BPTI. Stabiliteten af de forskellige 
varianter af BPTI blev bedomt ud fra to parametre; hydrogen udvekslingshastigheder og 
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udfoldningstemperaturer. 
Udveksling af en proton i et protein kan ske ved to forskellige mekanismer. Den ene 
mekanisme er udveksling fra den foldede tilstand, hvor protoner i fleksible omrader kan 
udveksle i forbindelse med mindre fluktuationer i strukturen. Den anden mekanisme er 
udveksling, der sker i forbindelse med reversibel global udfoldning af proteinet (Hilton and 
Woodward, 1979; Woodward et al., 1982). Hydrogenisotop udvekslingshastigheds- 
konstanter for en tzkke langsomt udvekslende amidprotoner i WT-BPTI er angivet i tabel 
5.2. Stmstedelen af disse amidprotoner er begravet i fl-strukturen, som er stabil og 
ufleksibel. Her sidder de absolut langsommest udvekslende hovedkzde amidprotoner fra 
resteme Tyr21, Phe22 og Tyr23, som ved neutralt pH og stuetemperatur udveksler på en 
Tabel Sammenligning af hydrogen udvekslingrhasügheder for en serie Iangsamt udvekslende amidprotoner i WT-BFTI og N- 
feminalt forlsngeede dier forkorrede varianter af BPTI. Målingeme er foretaget pi prnwr med et Prote:m indhold pi 2mM @elder de 
forlzngede former og W-BPTI) eller I mM @elder de forkortede former), 0.3 M KCI, pH 6.5 og 58°C. angiver at hastigheden ikke 
er bestat, enten pi grund af overlappende resonanser i spektre, eller fordi hastigheden var for haj under de gseldende forhold. 
Ilel 
Arg20 
Tyr2 L 
Phc22 
Tyr23 
an3 i 
Phe33 
Am43 HL 
Pile 
mm 
WTBFm 
17 (9) 
1.2 (5.8) 
0.7 (9.9) 
0.7 (7.0) 
0.7 (6.9) 
0.9 (4.2) 
1.0 (4.1) 
4.1 (0.2) 
3.0 (2.5) 
16 (4) 
Hastighedskonstanter i 10” min’ (% s.e.) 
I-BPTI 
1.7. (6.9) 
0.8 (8.5) 
0.7 (13.2) 
0.8 (4.0) 
0.9 (7.4) 
1.1 (2.9) 
4.2 (9.7) 
3.1 (3.3) 
5-BPTI 
1.6 (2.7) 
0.9 (8.2) 
1.0 (10.9) 
1.1 (0.8) 
1.1 0.6) 
1.1 (6.4) 
4.6 (15.9) 
3.6 (3.3) 
4-BPn 
2.2 (6.5) 
1.5 (4.1) 
1.7 (4.9) 
1.9 (10.0) 
2.2 (4.3) 
1.6 (8.4) 
5.5 (8.6) 
4.7 (1.2) 
(3.58).BPTI 
70 (8) 
110 (5) 
80 (9) 
80 (4) 
110 (3) 
140 (4) 
250 (3) 
(3.58,R428)-BPTI 
390 (10) 
340 (10) 
330 (9) 
470 (6) 
490 (8) 
890 (5) 
410 (16) 
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tidskala målt i måneder (Richarz et al., 1979). Udveksling af disse protoner sker mermest 
kun i forbindelse med global udfoldning af proteinet (Hilton et al., 1981). Ti1 dette 
eksperiment er der valgt en forbojet temperatur (58”) der bringer udvekslingshastigheden 
op i en tidsskala der gm målingen praktisk mulig. Udvekslingsmekanismen for alle de 
medtagne protoner er her fortrinsvist domineret af global udfoldning med hoj aktiverings- 
energi (Hilton & Woodward, 1979). 
Udvekslingshastighederne for de forhengede former af BPTI og WT-BPTI adskiller sig 
kun lidt. Ved sammenligning af resultateme for l-BPTI og WT-BPTI findes der faktisk 
ingen signifikant forskel. Hastighederne for 5-BPTI er forbojet 1.5 gange og hastighedeme 
for 4-BPTI er forbojet 2-3 gange i forhold ti1 WT-BPTI. Disse resultater indikerer, at l- 
BPTI har samme stabilitet som WT proteinet, mens 5- og 6-BPTI samt 4-BPTI er en anelse 
mindre stabile. Dette skal sammenholdes med at der for transamineret BPTI blev fundet 
5-10 ganges forhejelse af udvekslingshastigheder for de tilsvarende protoner (Table 2, 
Lauritzen et al., 1992). 
Udvekslingen af amidprotoner for de forkortede former af BPTI er vresentlig oget i 
hastighed. For (3-58)-BPTI drejer det sig om 80-160 gange op i forhold ti1 WT-BPTI. Her 
er desuden malt på Ile18, men her stiger hastigheden kun ca 4 gange. For (3-58, R42S)- 
BPTI oges udvekslingshastighedeme 300-670 gange sammenlignet med WT-BPTI. Her er 
der desuden en måling for Met52, hvor hastigheden oges 5.5 gange. De forkomede former 
af BPTI er altså meget mindre stabile end de ovrige former. 
Både for forlamgede og forkortede former gmlder det, at den storste hastighedsfor- 
ogelse ses for de amidprotoner, der har den laveste hastighed hos WT-BPTI, således at der 
opstår en mere og mere ensartet hastighed for alle amidprotoner inden for et specie hen 
gennem serien af modificerede former (tabe15.2). Hos WT-BPTI er udvekslingshastigheden 
for Ilel f.eks. en faktor 25 storre end dem for Tyr21, Phe22 og Tyr23. Hos (3-58)-BPTI 
er der kun en faktor 1.5 ti1 forskel mellem disse fire protoner, og her er Ilel den 
langsommeste. 
Endringer i foldnings fri energi mellem WT-BPTI og varianteme kan estimeres ud fra 
hydrogen udvekslingsdata, forudsat at udvekslingsmekanismen for de protoner der indgår 
i estimatet er domineret af global udfoldning for alle specier. Da er MG, = RT ln(kypian+ 
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Bpn/kw-BpT’). 1 tabel 5.3 ses resultatet af dette estimat foretaget ud fra data for Tyr21, 
Phe22 og Tyr23. 
Resultateme af udvekslingseksperimenteme er i fuld overensstemmelse med resultatet 
af Differential scanning calorimetri, tabel 5.3. Her ses det, at den maksimale absorption 
af varme for de N-terminalt forhengede varianter sker få grader under WT-BPTI’s 
maksimum. Det betyder at 5- og 4-BPTI kun er svagt destabiliserede. Derimod ses en 
meget storre destabilisering hos de forkortede former, idet udfoldningstemperaturen er 
nedsat med hhv. 16 og 21°C hos (3-58)-BPTI og (3-58, R42S)-BPTI. 
WT-BF’TI > 100 
I-Bpn o.om?9 0.03 
S-BPTI 0.26.3 97-100 
4-BPTI 0.54.7 0.46 96-97 
tN”Sa-BPTI 1.2-1.3 1.5 
(3.SS)-BFTI 3.1-3.3 84 
(358, R42S)-BF’TI 4.04.3 79 
Saltbro mellem C- og N-terminal. En undersogelse af pH afhrengigheden af Ala HB 
resonansens kemiske skift var tidligere blevet brugt ti1 at påvise eksistensen af en saltbro 
interaktion mellem Ah158 og Arg1 i WT-BPTI og fjemelsen af den ved transaminering 
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(Brown et al., 1978). En tilsvarende undersogelse blev nu foretaget på l-BFTI, 4-BFTI og 
WT-BPTI. Ah158 HB er plottet mod pH i området 1-12 (Figur 2, Lauritzen et al., 1992). 
For alle tre specier ses en kraftig zendring i kemisk skift i forbindelse med titreringen af 
Ala58 carboxylsyrer gruppen (pH 2.5-4.5). Ved beregning af pK, Endes en nedsat vmrdi 
for WT-BFTI og l-BFTI på henholdsvis 3.33 og 3.35, mens vrerdien for 4-BPTI er tzttere 
på det normale for en C-terminal carboxylsyre, nemlig 3.67. Det helt vmsentlige er, at også 
titreringen af den N-terminale aminogntppe ved pH 7-9 kommer ti1 udtryk i kurveme for 
WT-BFTI og l-BFTI (pK, beregnet ti1 henholdsvis 8.48 og 8.16). Denne titrering er ikke 
afspejlet i kurven for 4-BPTI. Fundet af Arg1 titreringen på Ala resonansen samt den 
nedsatte pK, vrerdi for carboxylsyre gruppen er en indikation af, at der findes en saltbro 
mellem Arg1 og Aha58 i såvel l-BF’TI som i WT-BRTI i det neutrale pH område. 
For transamineret BPTI blev hele destabiliseringen af proteinet henfort ti1 tabet af den 
elektrostatiske fri energi forbundet med saltbroen. Dette energibidrag reflekteres af Ala58 
pK, og kan beregnes som AAG, = 2.303 RT (ApK,). Dette estimat er angivet i tabel 5.3 
for l-BFTI og 4-BFTI, og er i rimelig overensstemmelse med AAGu. 
Struktur af N-terminalt modificeret BFTI. Det blev ikke forsegt at foretage en egentlig 
strukturopklaring af de forskellige varianter af BF’TI. 1 stedet blev Endringer i ‘H kemiske 
skift brugt ti1 at lokalisere og vurderer omfanget af strukturelle forskelle. 1D ‘H NMR 
spektre af alle specier blev optaget ved pH 3.0 samt af alle forhengede former og WT- 
BPTI ved pH 4.6. Endelig blev der optaget NOESY NMR spektre af WT-BPTI og 5-BFTI 
ved pH 4.6. 
1D ‘H NMR spektre af samtlige N-terminalt modificerede former af BRTI var meget 
lig dem af WT-BFTI, hvilket er et klart bevis for at den overordnede struktur af 
proteineme er ens. Dette underbygges yderligere af en sammenligning af NOESY spektrene 
af WT-BFTI og 5-BPTI. Kvaliteten af disse spektre betad at der kunne observeres NOE 
effekter for afstande > 5 Å. De to proteiner havde et sammenfaldende crosspeak monster, 
selv for resonanser tilordnet protoner fra aminosyrerester fra de terminale dele af peptid- 
kreden, dvs. rester nr. 4 og 56. 
De storste forskelle mellem WT-BFTI og N-terminalt forlamget BRTI kunne henfares 
ti1 tilfojede resonanser fra ekstensionspeptideme. De tilfojede resonanser kom frem som 
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positive signaler i differensspektre mellem WT-BPTI og de modificerede former. Figur 1 
i Lauritzen et al. (1992) viser ‘H differensspektre af methy1 regionen af l-BPTUWT-BRTI, 
5-BFTI/WT-BET1 og 4-BFTUWT-BPTI, med angivelser af enkelte af de adderede 
resonanser. Det var muligt at identificerer signaler for mesten alle protoner fra ekstensions- 
peptideme. Tre observationer tyder på at selve ekstensionspeptideme er fleksible og ustruk- 
turerede. For det forste er de kemiske skift meget tret på deres “random coil” vaxdier (se 
tekst ti1 figur 1, Lauritzen et al.,1992). For det andet er resonanseme skarpe med et klart 
kablingsmonster, i modwtning ti1 selve proteinets resonanser. Endelig kunne der ikke 
Endes long-range NOE-crosspeaks mellem resonanser fra ekstensionspeptidet og 
hovedproteinet i 5-BFTI, dvs at der ikke kunne lokaliseres en konkret komakt mellem de 
to dele. 
Kemiske skift forskelle mellem samme resottanser fra de forskellige specier vidner om 
mindre pertubationer af proteinets struktur, og kan vaxe fremkommet af mange årsager. 
Forskellene afsloredes som uregelmzssigheder ved subtraktion afsp&trene som det ses i 
figur 1, Lauritzen et al., 1992. Der blev foretaget en tilordning af påvirkede atomer for tre 
af de forhengede former af BPTI, tabel 3, Lauritzen et al., 1992. Modifikationen af N- 
terminalen medforte kemiske skift zndringer både for rester fra den N-terminale og C- 
terminale del af peptidkEden. Desuden var der en påvirkning af enkelte resonanser fra 
rester der er spredt inden for halvdelen af det paxeformede molekyle med afstande op ti1 
20 Å fra N-terminalen i WT-BPTI strukturen (Figur 4, Lauritzen et al., 1992). Man må 
htefte sig ved at de påvirkede resonanser er de samme for de forskellige ekstensions- 
peptider. Storrelsen af de kemiske skift zndringer (undtaget resottanser fra N-terminalen) 
varierer imidlertid, således at der ses en rzkkefolge hvor graden af påvirkning er: l-BPTI 
< 5-BRTI = 6-BFTI < 4-BRTI (se tabel 3, Lauritzen et al., 1992) - helt i over- 
ensstemmelse med graden af destabilisering af de forskellige specier. For de N-terminalt 
forlamgede former alhaxtger storrelsen og retningen af de kemiske skift amdringer af 
ekstensionspeptidemes sekvens, og l-, 5- og 6-BPTI danner en gruppe med samme type 
rendringer, mens 4-BRTI adskiller sig fra de oxige (se sekvenserne i tabel 5 .l). 
‘H NMR spektre af forkortet BFTI viste en hang rrekke kemiske skift amdringer i 
forhold ti1 WT-proteinet. Disse sxdringer fandtes hovedsageligt på de samme resonanser 
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som for de forlaxtgede specier men var mere udtalte. Desuden var der en del mndringer 
som ikke var sammenlignelige, og som jo skyldes, at der her er tafe om manglende 
resonanser og ikke om tilfojede. Det var urnuligt at foretage en tilordning af 1D ‘H 
spektrene af de forkomede former, og der skal for sammenligningens skyld alene angives 
kemiske skift for de to meget karakteristiske resonanser for Tyr23 H’ og Ala HB, se tabel 
5.4. De kemiske skift mndringer er her endnu storre end for de forlaxgede former. Ved 
transaminering af den N-terminale aminogruppe i BPTI (Brown et al., 1978), blev Aha58 
HB resonansen også påvirket (tabel 5.4), men her er aendringen “downfield” mens 
aendringeme for både forkortet og forhenget BF’TI er “upfield”. Det kemiske skift for 
Tyr23 W for transamineret BFTI udviste en temperatur athmngig heterogenitet. Dette 
fmnomen er ikke observeret for forkortet eller forhenget BFTI. 
WTBFTI 6.33 1.37 
l-BET1 6.35 1.35 
5-BPII 6.37 1.34 
4.BPTI 6.37 1.32 
(3.58).BFTI 6.40 1.29 
(3-58, R42S)BPn 6.41 1.30 
nmsamireret BETT 1.43-1.44 
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DISKUSSION 
Saltbro og stabilitet. Den overordnede struktur af de modificerede former af BIT1 er 
som ventet teet på WT-BFTI’s struktur. Det interessante er at afdsekke strukturelle 
mndringer omkring terminaleme og i smrdeleshed saltbro interaktionens sksebne, ligesom 
det er interessant at se mermere på det energibidrag, der er forbundet med saltbroen. Hos 
de forhengede og forkortede former af BIT1 er den N-terminale aminogruppe enten flyttet 
ud på ekstensionspeptidet eller frem i sekvensen ti1 Asp3. Det krmver en ny geometri for - 
eller forhindrer fuldstamdig dannelsen af en saltbro interaktion. 
Ud fra titreringsdata ses, at der tydeligvis er dannet en saltbro hos l-BPTI. Det er 
desuden klart, at saltbroen i WT-BPTI og l-BPTI må have samme styrke, idet pK, 
vaerdieme for Ala58 carboxylsyre gruppen er meget ens, og amidproton udvekslings- 
hastigheder og udfoldningstemperatur vidner om samme stabilitet og dynamik. Det er 
overraskende og bemaerkelsesvaerdigt a der kan dannes to lige stabile konformationer, som 
nodvendigvis må have forskellig geometri. Det viser at der er stor fleksibilitet i termina- 
leme. 
For 4-, S- og 6-BFTI er der ud fra titreringsdata intet der tyder på en saltbro mellem 
terminaleme. Ikke desto mindre er der kun en svagt nedsat stabilitet; hhv. på 0.2-0.3 og 
0.5-0.7 kcahmol, for disse specier (se tabel 5.3), hvilket er mindre end eller omkring 
halvdelen af det der blev fundet for transamineret BPTI, nemlig 1-1.5 kcal/mol (Brown et 
al., 1978). 
For de forkortede former blev der ikke foretaget målinger af Ala58 resonansemes pH 
alhangighed for at afslore en eventuel saltbro, men intet i de ovrige data (Hansen et al., 
In prep.) tyder på at en sådan Endes. Estimateme for sendringen i foldnings fri energi 
beregnet ud fra udvekslingshastigheder (tabel 5.3) er meget hoje; omkring 3.1-4.3 
kcahmol. Det er vazentligt mere end for de forkortede specier og transamineret BFTI. 
Det er svart at isolere og estimere energibidraget fra f.eks. en saltbro, ved hjzelp af 
en enkelt mutation, hvor den ene part i et ion-par fjernes, fordi det ofte samtidig vi1 fore 
ti1 påvirkninger af andre eller tilforsel af nye interaktioner i proteinet. De her beskrevne 
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meget forskellige måder at fjeme saltbroen på giver da også langt fra samme resultat. For 
transamineret BPTI er der sandsynligvis tale om et negativt elektrostatisk potentiale, der 
oger destabiliseringen ud over fjemelsen af saltbroen. Det er påfaldende, at Aha58 HB 
resonansen for transamineret BBTI downfield og ikke uptield, som for både de forkomede 
og de forlamgede former. Ligeså påfaldende er det at der observeres en heterogenitet i 
spektrene. Det kunne tyde på at den kemiske transaminering har medfort et blandingspro- 
dukt. For de forhengede former af BET1 kan der vare tale om et neutralt eller svagt 
positivt elektrostatisk potentiale. Forskellen mellem de forlmngede former indbyrdes, samt 
det forhold at 5- og 6-BET1 kun er meget svagt destabiliserede kunne tyde på at der for 
disse to specier er en ion-dipol interaktion mellem Ala58 COO- og en peptidproton i 
ekstensionspeptider, som delvist kompenserer for tabet af saltbroen. En sådan interaktion 
kunne vare en forklaring på hvorfor bindingen mellem BPTI’s Arg1 og Arg i FX, i 
malsekvensen ikke var tilgamgelig for FX, klovning (kapitel 3 og 4). Man kan med 
rimelighed gsette på, at mndringen i foldnings fri energi mellem 4-BET1 og WT-BET1 på 
ca. 0.6 kcalimol er den der kommer mermest på at repræsentere selve saltbro bidraget. 
Undersogelser af saltbroer mellem sidekmder på proteiners overtlade antyder at denne type 
interaktion generelt kun giver små stabiliseringsbidrag (< 0.5 kcal/mol) Dao-pin et al., 
1991; Horovitz et al., 1990; Serrano et al., 1990). 1 modsmtning hertil er der rapporter om 
begravede eller delvist begravede saltbroer med storre stabiliserende effekt. Det gmlder 
Aspl4-Arg17 i X repressor på med ca. 1 kcal/mol (Marqusse and Sauer, 1994) og His31- 
Asp70 i T4 lysozyme med hele 3-5 kcallmol (Anderson et al., 1990). 
For de forkortede former af BET1 er det absolut usandsynligt at andringen i fri energi 
på 3-4 kcal/mol kun har med saltbroen at gore. De to manglende aminosyrerester 
reprmsenterer interaktioner, som giver langt storre stabiliseringsbidrag end saltbroen alene. 
Ser man på effekten af andre typer zndringer i BPTI, er det kun mutationer på rester der 
er involveret i de hydrofobe kemer, der har en effekt i storrelsesorden over 3 kcal/mol 
Kim et al., 1993; Yu et al., 1995). Det gaelder f.eks. for Y23A-BET1 og F45A-BPTI, hvor 
MG. er beregnet ti1 5-7 kcallmol ud fra hydrogen udvekslingsdata (dog ved et andet pH 
og en anden temperatur end i mervaxende studie) (Kim et al., 1993). De aromatiske 
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Figur 5.1 
Skematisk tegning af BFTI’s struktur. De tre disulfidbroer og de to hydrofolx kemer er angivet (efter 
Richardson, 1985). 
sidekmder for Tyr23 og Phe45 er begge lokaliseret i den store hydrofobe keme (se figur 
5.1). Strukturen i kemen er så stabil, at der ikke kan finde omlejringer sted ved substitution 
med den lille alanin sidekmde, og i stedet opstår der en dyb kl& eller et hulrum 
(Danishefsky et al., 1993). Den store destabilisering forklares med andringen i 
“hydrophobic transfer free energy” og arealet af ny overflade udsat for solvent (Kim et al., 
1993). De N-terminale rester Arg1 og Pro2 sidder i den ene ende af den store hydrofobe 
kerne. Man kan meget merliggende forestille sig, at fjemelsen af disse to, og specielt Pro2 
kan skabe en åbning, der har en effekt tilsvarende den som ovenfor beskrevet. 1 alanin- 
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scanningsstudiet (Yu et al., 1995) horer substitution af Pro2 med alanin i ovrigt ti1 blandt 
den tredjedel af sannlige substitutioner, der har storst effekt (MG = 1.3 kcahmol). 
Hvdrogen udveksline. Det er et gennemgående trzek, at udvekslingshastighedeme for 
amidprotoneme ud over at stige hen gennem serien af varianter; WT-BPTI, l-BPTI, 5- 
BPTI, 4-BPTI, (3-58)-BPTI og (3-58, R42S)-BPTI, også går mod mere ens vmrdier inden 
for et specie. Med andre ord bliver beskyttelsesgraden mod udveksling efterhånden lige stor 
(eller lille) for alle amidprotoner. Som udgangspunkt var der valgt konditioner, hvor ud- 
vekslingen hovedsageligt foregår ved en mekanisme med hoj aktiverings energi. Resultatet 
af målingeme må tolkes som at bidraget ti1 udvekslingen fra denne mekanisme, global 
udfoldning, oges og bliver helt dominerende hen igennem serien, fordi specieme bliver 
mere og mere destabiliserade i forhold ti1 WI proteinet. For de forkortede specier (3-58)- 
BPTI og (3-58, R42S)-BPTI, samt et par ovrige varianter af (3-58)-BPTI med andre amino- 
syresubstitutioner findes desuden et dataszt for udvekslingshastigheder ved pH 1 .O og 45°C 
(Hansen et al. In prep.). Også her ses det at udvekslingshastighedeme bliver ensartede og 
folger graden af destabilisering bedomt ud fra udfoldningstemperaturen. Data for de 
forkortede specier viser, at det er tabet af Arg1 og Pro2, der giver det store fald i stabilitet, 
og at alle andre modifikationer kun tilfojer mindre yderligere fald i stabiliteten. Der ses dog 
også monstre for de forkortede former, der antydningsvis kan afspejle strukturelle forskelle 
eller forskelle i dynamikken. F.eks. går Tyr23 NH fra at vaxe den langsommeste ti1 at 
vaxe den hurtigst udvekslende proton af den serie, der er målt på. Ilel NH (lokaliseret 
i den modsatte ende af P-strukturen), der i WT-BPTI er relativt hurtigt udvekslende, bliver 
i de forkortede former en af de langsommest udvekslende protoner. Det kan vsere fordi 
strukturen er losnet ved terminaleme og der er opstået forskelle i dynamikken. Schulman 
and Kim (1994) undersogte amidproton udvekslingshastigheder for varianter af BPTI, hvor 
en eller to af de tre disulfidbroer er gemet gennem aminosyresubstitutioner. Disse data 
afspejler ligeledes primax? destabilisering og oget udveksling via en mekanisme der invol- 
verer global udfoldning. Sammenlignes data for mutanterne indbyrdes, er det dog tydeligt, 
at der underliggende tindes information om lokale amdringer i dynamikken af den foldede 
struktur. 
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Struktur. Den overordnede struktur for WT-BPTI og de forhengede- og de forkorrede 
BPTI specier er ens. Det ses ud fra de relativt få og små kemiske skift azxtdringer i ‘H 
spektre, samt for de forkortede speciers vedkommende udfra ‘T spektre og rontgenstmktur 
undersogelser (Hansen et al., In prep.). Bmttgenstruktur data for en forkortet variant af 
BPTI viste meget små amdringer i hovedkaxlen i forhold ti1 WT-BPTI. Disse data var i 
ovrigt svaere at udlede noget af, da der var to ikke-identiske krystaliriske former ti1 stede. 
Strukturundersogelse af andre BFTI varianter har i overensstemmelse hermed vist, at den 
overordnede struktur bevares - også når man foretager aminosyresubstitutioner, der i ovrigt 
medforer stor destabilisering - men at der selvfolgelig er storre eller mindre lokale 
strukturamdringer. Det gmlder for C30A/CSlA-BET1 (Eigenbrot et al., 1990), Y35G-BIT1 
(Housset et al., 1991), F22A-, Y23A-, N43G- og F45A-BFTI (Danishefsky et al., 1993) 
og G36S-BPTI (Berndt et al., 1993). Det ses desuden også i den “alanine-scanning 
mutagenesis” som rapporteres af Yu et al. (1995), hvor 46 aminosyrerester en af gangen 
udskiftes med alanin, ud over at de to disulftdbroer, 30-51 og 14138, i alle varianteme er 
fjemet ved substitution af cysteineme. Her konkluderes det, at WT-BPTI’s struktur er 
optimeret for stabilitet, og alanin-scanningens resultat peger på at op mod halvdelen af 
substitutioneme medforer så lidt destabilisering, at hvis alle disse blev udskiftet på en gang 
skulle der stadig kunne fremkomme en stabil struktur i lighed med den native. 
Ser man på strukturandringer på et mere detaljeret plan, kan man bruge kemiske skift 
som folsomme prober. Der er ikke tvivl om, at de små kemiske skift forskelle, der Endes 
for forhenget og forkortet BPTI, dsekker over små påvirkninger af strukturen. Forståelsen 
af kemiske skift er imidlertid ikke et udbygget felt, selvom det er i hastig udvikling, og det 
er vanskeligt at tolke et sådant dataxet. 
De storste kemiske skift andringer for de forhengede specier ses ikke uventet for reso- 
nanser fra de C- og N-terminale dele af kveden, og er lokale axrdringer relateret ti1 mndrin- 
geme i saltbro interaktionen, konformationen og det elektrostatisk felt som direkte falger 
af tilfojelsen af ekstra rester ti1 N-terminalen. Det gselder Asp3 HB resonansen, der mndres 
“upfield” for l-, 5- og 6-BFTI og “downfield” for 4-BIT1 som en reaktion på tilfojelsen 
af ekstra h.h.v. positivt og negativt ladede rester ti1 N-terminalen. Ændringeme i kemisk 
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skift for Phe4 ses også at vzre afhzengigt af typen af ekstensionspeptidet. Små konfor- 
mationsmndringer ved N-terminalen ger formentlig at Phe4 ringen flytter sig i forhold ti1 
Arg42 HB protoneme. Da disse normalt er “ring current shifted” på grund af deres 
placering kun 3 Å fra centeret af Phe4 ringen forplanter virkningen sig også hertil. 
En rakke svagt påvirkede rester er fra B-strukturen og tilknyttede dele af peptidkmden. 
Det gzelder Tyr23 og resteme 31, 32, 33, 42, 43, 45 og 46. Disse indgår i en staxkt 
hydrogenbunden meget kompakt struktur og har meget stmkturbestemte kemiske skift. At 
netop disse resonanser skiller sig ud med andringer kan skyldes at de er smrligt folsomme 
for en hvilken som helst andring i molekylet. 
Endeligt ses der en påvirkning af kemiske skift for nogle solvent eksponerede methyl- 
grupper på overtladen af BPTI placeret ca. 17 Å fra N-terminalen i WT molekylet. 17 Å 
er omtrent langden af det fuldt udstrakte ekstensionspeptid i 4-BPTI, og der kan måske 
vzere tale om at axrdringeme afspejler en fortrukken orientering af ekstensionspeptider. 
Af de N-terminalt forkortede specier var der så meget stof ti1 rådighed, at der kunne 
optages “naturlig forekomst” 1D 13C spektre. Storstedelen af resonanseme er tilordnet og 
amdringeme i kemiske skift er fundet (Hansen et al. In prep.). Det er her relevant at naevne 
axrdringerne for 3-58. Alle amdringer findes i den halvdel af BPTI molekylet, som inde- 
holder C- og N-terminal. De storste axdringer betmer resottanser fra rester i de terminale 
kmder, dvs. rest nr. 3-7 og rest nr. 53-58, og desuden Tyr23 og Arg42. En vzsentlig 
detalje, der kan uddrages af 13C spektrene er at Tyr23 C” signalet er meget bredt i WT 
proteinet, men skarpt i 3-58. Det er en klar indikation af, at der er tale om oget mobilitet 
for Tyr23 ringen. 
1 andre studier af BPTI varianter, hvor kemiske skift mndringer er opgivet, ses på 
tilsvarende vis store aendringer for enkelte resottanser direkte knyttet ti1 mutationen, og der 
ud over svagere mndringer spredt ud over storre dele af molekylet (Schulmann and Kim, 
1994;Bemdt et al., 1993). 
Det er generelt vanskeligt at koble små zndringer som f.eks. tilfojelsen af ekstensions- 
peptideme eller enkelte aminosyresubstitutioner ti1 strukturelle data opnået ved NOESY 
spektroskopi eller krystalstruktur undersogelser. Eigenbrot et al. (1990), der undersogte 
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C30A/CSlA-BPTI, fandt at zendringeme i rtmtgenstmkmren overgås af variationeme 
indenfor wntgenstruktureme af de tre forskellige krystalformer, der findes for WT-BFTI. 
Derimocl er underwgelseme af kemiske skift zndringer for såvel ‘%Z og ‘H resonanser for 
de N-terminalt modificerede former af BFTI lovende. Efterhånden som forståelsen af 
kemiske skift udvikles vi1 analyser af zndringer i kemiske skift formentlig blive en hurtig 
og følsom metode ti1 scanning af effekten af små axdringer i et protein. 
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Publikationer i relation ti afhamlling 
BPTI and N-Terminal Extended Analogues Generated by 
Factor X, Cleavage and Cathepsin C Trimming of a 
Fusion Protein Expressed in Escherichia coli 
Conni Lauritzen, Erik Tüchsen,’ Poul Erik Hansen, and Ole Skovgaard 
Institute of Life Sciences and Chemistry, Uniuerslty of Roddde, P.O. Box 260, DK-4000 Roskilde, Denmark 
A recombinant gene for BPTI (bovine pancreatic 
trypsin inhibitor) is expressed in Escherichia coli usiag 
a MBP (maltose-binding protein) fusion vector. BPTI is 
fused through an FX. (blood coagulation factor X. pro- 
tease) target sequence (Ile-Glu-Gly-Arg) to the C-ter- 
minus of MBP. The MBP moiety of the hybrid protein 
enables purification in ene step utilizing MBP’s afiinity 
to cross-linked amylose, and the FX. target sequence 
allows specific cleavage of the hybrid protein. Effective 
FX. cleavage is achieved by spacing the FX. target se- 
ouence and Are-1 of the BPTI seauence with feur resi- _ 
dues (Met-Glu-Ala-Glu). The resulting N-terminal ex- 
tended BPTI is readily converted to the wild-type se- 
quence by trimming with cathepsin C exopeptidase, for 
the activity of wbich the spacing tetrapeptide is opti- 
mized. FX. cleavaee is mohibited when the target se- _ -- 
quence is plaeed next to Arg-1. In this construction, off- 
target cleavage at a somewhat bomologous sequenee 
(Val-Pro-Gly-Arg) results in five- or six-residue ex- 
tended BPTI, indicatingnew details of the FX. specific- 
ity. The yield of highly purified recombinant BPTI is 
3-6 mg/liter of culture, making tbe MBP-BPTI expres- 
sion system convenient for the production of sufficient 
amounts of protein for NMR studies. ‘II NMR is used to 
analyze the N-extended BPTI analogues. o 1891 ~cnd.mie 
Press. 1nc. 
Effects of Notexminal extension 
peptides on the structure and stabil@ 
of bovine pancreatic trypsin inhibitor 
studied by ‘H n.m.r. 
Conni Lauritzen, Ole Skovgaard, Poul Erik Hansen and Erik Tiichsen* 
InsotuleofLife Sciencesmd Chemrsrr~. Uni~ersiryofRoskilde. PO Bo.~260. DK-4000 Roskilde, Denmark 
(Received 3 June 1992; revked 12 September 1992) 
Feur N-termmol e.rilended species qf rhe wild-rype bouine pancremc trypsrn Nlhibiror ( WT-BPTI), Arg-BPTI 
(1-BPTI). Mel-Glu-Ala-Glu-BPTI (4-BPTI). Ser-Ile-Glu-G/?-.4rg-BPTI (5-BPTI) ond G/y-Ser-/le-Glu-G/J- 
Arg-BPTI (6-BPTI) haue been studred by ‘H II.M.I. The overall sfrucfure of rhe prorern is iargeiy unaffecred 
b? rhe addirion of exrewon peptides. pH trrrarion eJj&tr on rhe C-terminal Ala 58 HB chemicai sh[fi indicnte 
rhor rhe srrucmre oj I-BPTI oi neurrai pH is oer? similar ro ihar of rbe WT protern. nirh o salr bridge 
berween rhe nmn charn termmal charges A snir bridge inreracrron is preuented by addmon oj rhe longer 
extension peprides. Temperarure srobilities ore measured by high remperarure hydragen isorope exhonge ond 
by microcalormerr~. The smbiliry of I-BPTI is equal fo thot oj’ WT-BPTI. A slighl decreose zn stabiliry is 
obserued for longer ex~emzom, .following rhe order WT-BPTI = I-BPTI < 5-BPTI = O-BPTI < 4-BPTI. 
Smnll changes in chemical shift are observed.for 30 inaarianr resonwces in 4.. 5. and 6-BPTI and for II subset 
,,/ thrs group rn I-BPTI. These protons are distrrbured over abour half qf zhe BPTI mol&ule. The size of rhe 
chemicnishifr changes for rno~y resononces foliotv rhe same rankrng as the remperorure srabi1ir.v. The chemical 
shif effecrs are ortribured 10 charge and dielenric effecrs .from extension peprides rhar probably share o 
tommon orreninrion on the surjace of BPTI. 
